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1 Einleitung
1.1 Ionentransport in biologischen Systemen
Der Transport von Ionen über die biologischen Membransysteme der Zelle ist
von fundamentaler Bedeutung für die Lebensfähigkeit jedes Organismus. Die
Ionenleitfähigkeiten der Membranen, sowie deren exakte Regelung, machen
nicht nur die elektrische Erregbarkeit von Nerven- und Muskelzellen möglich,
sie erlauben auch die Kontrolle des inneren Milieus der Zelle und spielen eine
zentrale Rolle für den Stotransport und die Sekretion von Neurotransmit-
tern und Hormonen (Yu und Catterall, 2004).
Biomembranen bestehen aus einer Phospholipid-Doppelschicht, die für Io-
nen unpermeabel ist. Dennoch besitzen Biomembranen die Fähigkeit, Ionen
auf streng geregelte Weise zu leiten. Dies wird durch spezielle Transmem-
branproteine möglich. Es handelt sich dabei um Ionenkanäle, -pumpen und
-transporter (Carrier). Die Aktivität von Ionenkanälen wird durch das Mem-
branpotential oder durch die Bindung von Liganden gesteuert. Spezische
Ionen können, angetrieben von ihrem elektrochemischen Gradienten, pas-
siv hindurchströmen. Ionentransporter und -pumpen können eine spezische
Ionen- oder Molekülspezies auch gegen ihren elektrochemischen Gradienten
über die Membran transportieren. Die Energie dazu stammt entweder aus
der Hydrolyse von ATP oder dem Cotransport weiterer Ionen oder Mole-
küle, deren elektrochemischer Gradient den thermodynamisch ungünstigen
Transport des Hauptsubstrats kompensiert (Abb. 1.1).
Ionentransportsysteme haben eine hohe pathologische Relevanz. Funktions-
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Abbildung 1.1: Ionentransportsysteme. Ionenkanäle bilden eine selektive Pore,
die Ionen bewegen sich in Richtung des elektrochemischen Gradienten. Ionentrans-
porter (Carrier) und Pumpen können ihre Substrate auch gegen deren elektroche-
mischen Gradienten bewegen. Die dafür benötigte Energie beziehen Pumpen aus
dem Abbau von ATP, Transporter aus dem Cotransport weiterer Substrate.
störungen von Ionenkanälen führen zu sogenannten Ionenkanalerkrankungen.
Oft werden sie durch Mutationen in der kodierenden Gensequenz verursacht.
Sie äuÿern sich klinisch sehr heterogen, beispielsweise als hereditäre Skelett-
muskelerkrankungen (Cannon, 2006), Epilepsien (Catterall u. a., 2008), be-
stimmte Formen der Migräne (Pietrobon und Striessnig, 2003), genetischen
Formen der Blindheit (Biel und Michalakis, 2007) und potentiell lebensbe-
drohliche Arrhythmien (Lehnart u. a., 2007). Ebenso werden Fehlfunktio-
nen von Transportern mit einer Vielzahl von Krankheiten in Verbindung
gebracht. Dazu zählen beispielsweise Gicht (Zhang u. a., 2014), neurodegene-
rative Krankheiten wie Alzheimer und Parkinson (Nutt u. a., 2004) oder ent-
zündliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (Borst
und Elferink, 2002). Die pathologische Bedeutung und Vielfalt der Ionen-
transportsysteme machen sie zu potenten Angrispunkten für viele Phar-
maka. Jedoch entstehen auch unerwünschte Medikamentenwechselwirkungen
mit bisweilen schwerwiegenden Folgen. So wurden beispielsweise durch einige
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Antihistaminika schwere Arrhythmien verursacht, weil sie unbeabsichtigt den
Kaliumkanal hERG (human Ether-a-go-go-Related Gene, Kv11.1) inhibierten
(Sanguinetti und Tristani-Firouzi, 2006).
Die Vielzahl an unterschiedlichen Ionenkanälen und -transportern ist enorm.
Mindestens 230 Ionenkanäle wurden allein im humanen Genom identiziert
(Jegla u. a., 2009; Alexander u. a., 2013b,a). Sie werden nach ihrer Sequenzho-
mologie und Funktionalität eingeteilt. Ionentransporter werden unterteilt in
die Hauptklassen ABC-Transporter (ATP-binding-cassette), ATPasen und
die SLC (Solute Carrier) Superfamilie. Allein die Superfamilie der SLC-
Transporter, von denen viele Ionen oder geladene Moleküle transportieren,
umfasst 48 identizierte Familien mit jeweils bis zu 20 Mitgliedern (Alexan-
der u. a., 2013c). Die bekannten Ionenkanäle und Transporter benden sich
nicht nur in der eukaryotischen Plasmamembran, sondern auch in intrazel-
lulären Membranen, wie sie Mitochondrien, Lysosomen, Endoplasmatisches
Retikulum, Golgi Apparat und Zellkern besitzen. Diese Gruppe der intra-
zellulären Ionenkanäle ist nach aktuellem Wissen ähnlich groÿ wie die der
plasmamembranständigen. Eine weitere groÿe und heterogene Gruppe bilden
die Ionentransportsysteme aus prokaryotischen Membranen.
Über die Ionentransportsysteme aus den schwer zugänglichen intrazellulä-
ren und prokaryotischen Membranen ist viel weniger bekannt als über die
Kanäle und Transporter der eukaryotischen Plasmamembran. Sie gewinnen
zunehmend das Interesse der Grundlagen- und Pharmaforschung. Die Un-
tersuchung dieser Ionentransportsysteme bereitet jedoch oft Schwierigkeiten,
da viele etablierte Methoden für diese speziellen Fälle nicht geeignet sind.
Mit dieser Problematik soll sich die vorliegende Arbeit beschäftigen, wobei
der Fokus auf Ionentransportsystemen aus prokaryotischer und der damit
verwandten inneren mitochondrialen Membran liegt (Abb. 1.2).
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Abbildung 1.2: Übersicht über eukaryotische und prokaryotische Membransyste-
me. Biomembranen umschlieÿen die eukaryotische Zelle selbst, den Zellkern, Endo-
plasmatisches Retikulum, Golgi Apparat sowie Endo- und Lysosomen. Mitochon-
drien besitzen eine Doppelmembran. Bakterienzellen besitzen je nach Art ein oder
zwei Membranen. Die in dieser Arbeit behandelten Membranen sind rot eingefasst.
1.2 Elektrophysiologie prokaryotischer
Membranen
Die prokaryotische Plasmamembran gleicht im Aufbau den Membranen hö-
herer Organismen, zeigt jedoch eine andere Lipidzusammensetzung. Vorkom-
men und Verhältnis verschiedener Phospholipide variieren, jedoch ist das Auf-
treten von Cardiolipin immer charakteristisch (Remaut und Fronzes, 2014).
Cardiolipine sind Diphosphatidylglycerine, die in der eukaryotischen Plasma-
membran nicht auftreten. Eine weitere Besonderheit prokaryotischer Mem-
branen ist der hohe Proteinanteil von ca. 75% (Alberts u. a., 2011).
Die in die Membran eingelagerten prokaryotischen Ionentransportsysteme
sind für die molekulare Strukturaufklärung von besonderem Interesse. Da
sie relativ einfach in groÿer Menge gewonnen werden können, eignen sie sich
hervorragend zur Kristallisation und Röntgenstrukturanalyse. Es war daher
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ein bakterieller Ionenkanal, der Kaliumkanal KcsA, dessen Struktur erstmals
aufgeklärt werden konnte (Doyle u. a., 1998). Die Strukturaufklärung bakte-
rieller Ionentransportproteine ist ein sehr wichtiges Werkzeug geworden, um
Informationen über homologe eukaryotische Proteine zu gewinnen (Koprow-
ski und Kubalski, 2001).
1.2.1 Der Natrium-Calcium-Transporter NCX
Bis heute gelang es nur in zwei Fällen, Kristallstrukturen von humanen Trans-
portern (Glut1, RhCG) zu erzeugen (Deng u. a., 2014; Gruswitz u. a., 2010).
Deshalb wurde für die Untersuchung der Struktur des Natrium-Calcium-
Austauschers (NCX) eine strukturell ähnliche prokaryotischen Isoform aus
dem Arcaeon Methanococcus jannaschii gewählt (NCX_Mj). Die Kristall-
struktur und ein möglicher Transportmechanismus dieses prokaryotischen
Transporters wurden kürzlich von Liao u. a. (2012) veröentlicht (Abb. 1.3).
Obwohl die Funktion des humanen NCX schon seit langem untersucht wird,
war über Struktur und Transportmechanismus bis dahin wenig bekannt.
NCX ist ein elektrogener Ionentransporter, der in verschiedenen Isoformen
in nahezu allen Organismen vorkommt (Blaustein und Lederer, 1999). Ab-
hängig vom Membranpotential transportiert NCX ein Calciumion aus oder
in die Zelle, wobei gleichzeitig drei Natriumionen in die Gegenrichtung be-
fördert werden. Bei höheren Organismen spielt NCX eine wesentliche Rolle
bei der Homöostase des intrazellulären Calciumgehaltes. Viele physiologische
Funktionen, wie Neurotransmitterfreigabe, Muskelkontraktion und Apopto-
se, werden sehr sensitiv durch Calciumsignale gesteuert. Der Calciumgehalt
des Zelllumens wird daher durch redundante Mechanismen streng geregelt.
Dazu tragen Natrium-Calcium-Austauscher bei, indem sie bei erhöhter in-
trazellulärer Calciumkonzentration dieses mit hoher Transportrate aus der
5
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Abbildung 1.3: Struktur von NCX_Mj. A: Oberächenansicht des NCX_Mj Mo-
dells. In Gelb sind die zwei unabhängigen Passagen für Natrium und Calcium mar-
kiert. B: Konformationsänderung des Transporters. In Grün ist die nach innen ge-
richtete Konformation, in orange die nach auÿen gerichtete dargestellt. Graue Teile
bleiben unverändert. C: Der zentrale hydrophobe Bereich mit den Ionenbindungs-
stellen. Abbildung aus Liao u. a. (2012).
Zelle befördern (Sharma und O'Halloran, 2014). Beim Menschen kommen
drei Subtypen von NCX vor (NCX1-3), die in Herz- und Skelettmuskulatur,
sowie im Gehirn hoch exprimiert sind (Khananshvili, 2013). Sie haben eine
hohe physiologische Relevanz, beispielsweise beeinussen sie die Kontrakti-
lität des Herzens (Ottolia u. a., 2013). Fehlfunktionen von NCX werden in
Verbindung gebracht mit Arrhythmien (Khananshvili, 2013) und cerebraler
Ischämie (Pignataro u. a., 2004).
1.2.2 Mechanosensitive Ionenkanäle
Eine Untergruppe der bakteriellen Ionenkanäle bilden die mechanosensitiven
Kanäle. Mit den endogenen bakteriellen Kanälen MscL (mechanosensitive
channel of large conductance) und MscS (mechanosensitive channel of small
6
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conductance) wurden erstmals Ionenkanäle entdeckt, die durch mechanische
Kraft- oder Spannungseinwirkung auf die Membran aktiviert werden (Mar-
tinac u. a., 1987). Diese bakteriellen mechanosensitiven Kanäle benden sich
in der Plasmamembran von Bakterienzellen und schützen sie vor Schädigun-
gen, die in Folge eines hypoosmotischen Schocks auftreten können (Kung u. a.,
2010). Unter solchen Bedingungen dringt Wasser in die Zelle ein, der Zell-
innendruck und daraufhin auch die Membranspannung erhöhen sich. Bevor
dies zur Lyse der Zelle führt, wird die erhöhte Membranspannung von me-
chanosensitiven Ionenkanälen registriert, welche infolgedessen Poren önen,
durch die Ionen und sogar kleine Moleküle aus der Zelle strömen können, um
das osmotische Potential wieder zu normalisieren.
Auch in eukaryotischen Zellen kommen ähnliche Kanäle vor. Diese eukaryo-
tischen mechanosensitiven Ionenkanäle sind die molekulare Schnittstelle aller
Zellen zu mechanischer Kraftübertragung. Sie sind in viele physiologische
Prozesse involviert, wie zum Beispiel die Regulation des Blutdrucks oder
Sinneswahrnehmungen wie Tasten und Hören (Martinac, 2007).
1.3 Elektrophysiologie mitochondrialer
Membranen
Man geht davon aus, dass Mitochondrien aus eigenständigen frühen proka-
ryotischen Zellen entstanden sind, welche von eukaryotischen Vorläuferorga-
nismen aufgenommen wurden. Sie verblieben permanent in der Wirtszelle
und wurden so zu Endosymbionten. Durch die Endocytose erhielten sie ein
Doppelmembransystem, wobei die innere Membran der ursprünglichen pro-
karyotischen und die äuÿere der Wirtsmembran entspricht. Die innere mito-
7
1 Einleitung
chondriale Membran zeigt deutlich ihre Verwandtschaft zur bakteriellen Plas-
mamembran. Wie diese besitzt sie einen sehr hohen Proteinanteil (Protein-
Lipid-Verhältnis 4:1). Auch ähnelt ihre Lipidzusammensetzung bakteriellen
Membranen, insbesondere das Auftreten von Cardiolipin ist charakteristisch
(Scheer, 2001).
1.3.1 Ionenleitfähigkeiten der inneren mitochondrialen
Membran
Die beiden Membranen des Organells unterscheiden sich stark in ihren elek-
trophysiologischen Eigenschaften. Während die äuÿere Membran (OMM, ou-
ter mitochondrial membrane) für kleine Moleküle und Ionen aufgrund groÿer
Poren durchlässig ist, zeigt die innere Membran (IMM, inner mitochondrial
membrane) selektive Ionenleitfähigkeiten, analog zur Plasmamembran.
Abbildung 1.4: Übersicht über die bekannten Ionenkanäle und Transporter der
inneren mitochondrialen Membran. Beschriebene Kaliumkanäle sind mitoBKCa,
KATP und Kv1.3. (Szabo und Zoratti, 2014).
Die Zahl der in der IMM identizierten Ionenleitfähigkeiten steigt bis heute.
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Einige der beschriebenen Ionenleitfähigkeiten der IMM sind spezisch für die
IMM, wie zum Beispiel die protonentransportierenden Enzymkomplexe der
Atmungskette oder der Anionenkanal IMAC (inner mitochondrial anion con-
ductance) (O'Rourke u. a., 2005), andere kommen auch in der Plasmamem-
bran vor. Neben IMAC wurden zwei Calciumkanäle (ein Rhyanodinrezeptor
(Ryr) und der mitochondriale Calcium-Uniporter MCU) und drei Kalium-
kanäle (KATP, Kv1.3, mitoBKCa) entdeckt, weitere werden vermutet (Szabo
und Zoratti, 2014) (Abb. 1.4). Über die Funktion der mitochondiralen Ionen-
kanäle ist noch wenig bekannt.
1.3.2 MitoBKCa
Von den drei Kaliumkanälen soll der calcium- und spannungssensitive Ka-
liumkanal mitoBKCa hier genauer betrachtet werden. Ein analoger Kalium-
kanal, BKCa (auch MaxiK, Slo1 oder KCa1.1), ist ubiquitär in der Plasma-
membran, insbesondere erregbarer Zellen, exprimiert. Seine Bezeichnung (B
für big conductance) rührt von der charakteristischen hohen Leitfähigkeit
von 100 bis 300 pS her. Das Protein hat eine Masse von 125 kDa, jedoch sind
einige alternative Splicing-Varianten bekannt (Szabo und Zoratti, 2014). Der
Kanal wird durch erhöhten intrazellulären Calciumgehalt sowie Membrande-
polarisation aktiviert. BKCa ist in die Regulation wichtiger physiologischer
Prozesse involviert, darunter der Tonus der glatten Muskulatur und neuronale
Erregbarkeit. Es wurde versucht, den Kanal für die Behandlung von Schlagan-
fällen pharmakologisch zu nutzen. Dazu wurden während akuter ischämischer
Zustände BKCa Aktivatoren eingesetzt, die in den neuronalen Zellen eine er-
höhte Kaliumleitfähigkeit erzeugen sollten. Diese sollte die Repolarisation der
Zellen unterstützen und so einen toxische Anstieg der Calciumkonzentration
verhindern. Auf diese Weise sollte die Infarktgröÿe nach einer ischämischen
Phase minimiert werden. Es konnte jedoch keine signikante Wirksamkeit
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nachgewiesen werden (Triggle u. a., 2006).
Eine mitochondriale Isoform des Kanals wurde erstmals in humanen Glio-
mazellen (Siemen u. a., 1999) entdeckt, später auch in der inneren mitochon-
drialen Membran von Maus-Kardiomyozyten (Ko u. a., 2009). Es gibt mehrere
Ansätze zur Aufklärung der molekularen Identität von mito-BKCa. Verschie-
dene Studien beschreiben Proteine mit widersprüchlichen Gröÿen (55, 80,
120 und 125 kDa), die als mitoBKCa identiziert wurden(Szabo und Zorat-
ti, 2014). Auch ist nicht gesichert, ob die mitochondriale Form durch das
Gen KCNMA1 codiert wird, wie die Variante aus der Plasmamembran. Ak-
tuell verdichten sich die Hinweise, dass mitoBKCa eine alternative Splicing-
Variante des Gens ist, jedoch gibt es auch Hypothesen, dass mitoBKCa mit
dem Gen für Slo2, einem verwandten Protein, verknüpft sein könnte (Szabo
und Zoratti, 2014). Detaillierte elektrophysiologische Daten gibt es bisher
nicht. Die ausführlichste Studie wurde von Siemen u. a. (1999) an kultivier-
ten Gliomazellen durchgeführt, hier zeigte der Kanal ähnliche Eigenschaften
wie die Plasmamembran-Variante. Ein ähnlicher Kanal wurde von Xu u. a.
(2002) in mitochondrialer Membran aus dem Herzen beschrieben, wobei auch
einige repräsentative Patch Clamp Daten veröentlicht wurden.
Zur physiologischen Funktion von mitoBKCa gibt es einige Hinweise. Es wird
diskutiert, ob der Kanal, zusammen mit KATP, dem neuronalen und kar-
dialen Zellschutz bei Ischämie-Reperfusions-Ereignissen (IR) dient (Abb. 1.5
A). Danach soll mitoBKCa unter speziellen pathologischen Bedingungen, die
einen gesteigerten Calciumeinstrom in die mitochondriale Matrix hervorru-
fen (z.B. bei Ischämie), aktiv werden. Der dadurch hervorgerufene Kaliumein-
strom depolarisiert das hohe mitochondriale Membranpotential ∆ψ, wodurch
die Triebkraft des Calciumeinstroms sinkt, was eine mitochondriale Calci-
umüberladung verhindern soll (Abb. 1.5 B). Die mitochondriale Calcium-
überladung gilt als ein potentieller Auslöser des Zelltods durch gesteigerte
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Abbildung 1.5: A: Vorgänge während Ischämie und folgender Reperfusion im
Herzen. Während der ischämischen Phase wird innerhalb weniger Minuten das zel-
luläre ATP abgebaut. Dies führt zu einem Funktions-/stopp von ATP-abhängigen
Ionentransportern, der Kaliumgehalt der Zelle sinkt, der Natriumgehalt steigt. Es
kommt zu einem Anstieg der Calciumkonzentration in der Zelle und den Mitochon-
drien. Bei Einsetzten der Reperfusion geschieht eine plötzliche Freisetzung reakti-
ver Sauerstospezies (ROS) und das zellinterne Calcium steigt nochmal stark an.
Wenn sich dieser Zustand nicht wieder normalisiert, können Arrythmien bis hin
zum Herztod oder Nekrosen entstehen. O'Rourke u. a. (2005). B: Hypothetischer
Mechanismus des Zellschutz durch mitochondriale Kaliumkanäle. Der Kaliumein-
strom verringert durch Depolarisation den Calciumeinstrom in die Mitochondrien.
Mit einer Calciumüberladung der Mitochondrien wird auch die Bildung von mPTP
und der folgende Zelltod verhindert. Nach Nishida u. a. (2010)
Produktion reaktiver Sauerstospezies (ROS) und der Ausbildung der mit-
ochondrialen Permeabilitäts-Transition-Pore (mPTP). (Sato u. a., 2005; Xu
u. a., 2002; Nishida u. a., 2010).
MitoBKCa wird auch eine Rolle bei der ischämischen Präkonditionierung
(IP) zugeschrieben. Kurze ischämische Phasen vor einem längeren ischämi-
schen Ereignis machen das Herz weniger anfällig für dadurch hervorgerufene
Gewebeschäden, die Infarktgröÿe sinkt. Dem Schutzeekt liegen wohl viele
Faktoren zugrunde, aber einer davon ist wahrscheinlich die Regulierung der
Aktivität der mitochondrialen Kaliumkanäle (Yellon und Downey, 2003). Ein
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Hinweis darauf ist, dass verschiedene Wirkstoe, die die Funktionalität der
Kaliumkanäle verändern, zum Beispiel BKCa-aktivierende Stoe (Wang u. a.,
2004), einen ähnlichen Eekt erzeugen wie ischämische Präkonditionierung
(Murry u. a., 1986; Downey u. a., 2007). Es besteht groÿes Interesse, den Me-
chanismus der Präkonditionierung des Herzens besser zu verstehen, um ihn
klinisch nutzbar zu machen. Zum Beispiel die präventive Behandlung von
Infarkt-Risikopatienten wäre von sehr hohem Wert.
1.4 Stand der Technik in der Elektrophysiologie
Geeignete und eziente Technologien zur Erforschung der Physiologie und
der chemischen Wechselwirkungen von Ionenkanälen und transportern ha-
ben nicht nur für die Grundlagenforschung, sondern auch für die pharmako-
logische Forschung und Entwicklung höchste Relevanz. Denn der Fortschritt
in diesen Forschungsbereichen hängt stark von den zur Verfügung stehenden
Technologien ab. Die kontinuierliche Verfeinerung, Erweiterung und Neuent-
wicklung von Methodiken ist nötig um viele noch oene Fragestellungen be-
antworten zu können. Insbesondere betrit dies die Arbeit mit Ionentrans-
portsystemen in schwer zugänglichen Membranen, wie die von intrazellulären
Organellen und prokaryotischen Organismen.
1.4.1 Patch Clamp Technik
Aufbauend auf der zwei-Elektroden Voltage-Clamp Technik verhalfen Er-
win Neher und Bert Sackmann 1976 mit der Entwicklung der Patch Clamp
Technik der Ionenkanalforschung zum Durchbruch. Es wurde möglich, die Io-
nenströme individueller Kanalproteine zu beobachten, bis hin zu Amplituden
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von wenigen Picoampere (Neher und Sackmann, 1976). Grundlage der Patch
Clamp Technik ist der sogenannte Gigaseal  eine hochohmige (>1GΩ) Ver-
bindung, die eine mit Salzlösung gefüllte Borosilikatglas-Pipette unter den
richtigen Voraussetzungen mit der Zellmembran ausbilden kann. Diese elek-
trisch dichte Verbindung ermöglicht, bei Verwendung geeigneter, hochemp-
ndlicher Verstärker, die Ableitung der Ionenströme innerhalb eines wenige
Mikrometer groÿen isolierten Membranecks, oder der gesamten Membran
einer Zelle. Mit dieser Technologie wurde es möglich, einzelne Kanalproteine
zu identizieren und ihre elektrophysiologischen Eigenschaften zu bestimmen.
(Sackmann und Neher, 2009)
Ein Patch Clamp Setup besteht aus Mikromanipulator mit Halterung zur
Pipetten-Positionierung und einem Mikroskop, die auf einem schwingungs-
gedämpften Tisch montiert sind. Zusätzlich muss sich der gesamte Aufbau
zum Schutz vor elektrischen Einstreuungen in einem Faraday-Käg benden.
Der Stromkreis zur Messung der Ionenströme über die Membran wird mithilfe
zweier Elektroden gebildet, wobei sich die Mess- und Kommandoelektrode in-
nerhalb der Pipette bendet. Elementarer Bestandteil ist ein spezieller Patch
Clamp Verstärker, der üblicherweise eine Kommandospannung konstant hält
und die so hervorgerufenen Ströme registriert.
Die planare Patch Clamp Konguration stellt eine Variation der beschrie-
benen klassischen Methode mit dem Ziel der Vereinfachung dar. Dabei wird
die Pipette durch einen achen Glaschip mit einer runden Apertur von ca.
einem Mikrometer Durchmesser ersetzt (Abb. 1.6). Durch diese Modikati-
on sind Mikromanipulator, optische Beobachtung und Schwingungsdämpfung
nicht mehr nötig. Das Verfahren kann miniaturisiert und automatisiert wer-
den und erfordert weniger handwerkliches Geschick. Daher ist diese Variation
der Patch Clamp Technik speziell für Anwendungen der Pharmaforschung,
die einen hohen Durchsatz erfordern, interessant. Sie bietet auch einige Vor-
13
1 Einleitung
Abbildung 1.6: Planare und konventionelle Patch Clamp Technik. A: Konventio-
neller Aufbau. Eine Zelle wird mithilfe einer Patch Clamp Pipette untersucht. Diese
bildet mit der Zellmembran eine elektrisch dichte Verbindung, den sogenannten Gi-
gaseal. Mit einer Elektrode innerhalb der Pipette können die Ionenströme über
die Membran abgeleitet werden. B: Planarer Aufbau. Eine Zelle wird durch Un-
terdruck auf einer mikrostukturierten Glasäche positioniert. Auch hier bildet die
Membran einen Gigaseal mit dem Glas aus. Die Elektrode zur Ableitung bendet
sich nun auf der unteren Seite des Glaschips. C: Mikroskopische Hellfeld Aufnahme
von konventionellem Patch Clamp kultivierter Neuronen (Vogalis u. a., 2000). D:
Durchlichtmikroskopie einer einzelnen Zelle positioniert auf einem planaren Patch
Clamp Chip.
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teile für Fragestellungen der Grundlagenforschung, insbesondere ist sie gut
geeignet für Zellen oder andere Objekte, die sich in Suspension benden,
oder besonders klein sind. Auch bietet das System durch gute Zugänglich-
keit der zellinternen Seite einfache Möglichkeiten, diese zu perfundieren. Die
Einfachheit dieser Technik limitiert jedoch auch die wissenschaftlichen Mög-
lichkeiten. Von den vier Patch Clamp Kongurationen sind nur cell atta-
ched und whole cell erreichbar. Weil eine Zellsuspension verwendet werden
muss, kann keine individuelle Zelle ausgewählt werden und Zellen in einem
Gewebeverband können nicht untersucht werden. (Dunlop u. a., 2008)
1.4.2 Künstliche Lipidmembranen
Anstatt Ionentransportsysteme in nativen Zellen zu untersuchen besteht die
Möglichkeit, aufgereinigte Proteine in künstlich hergestellten Lipid-Doppel-
schichten, sogenannten Bilayern oder Black Lipid Membranes (BLMs), zu
studieren. Künstliche Bilayer bestehen aus Phospholipiden, die in einer Dop-
pelschicht angeordnet über einer Apertur aufgespannt sind und zwei Kom-
partimente mit wässriger Lösung voneinander trennen. Auf diese Weise wird
eine Biomembran imitiert, in die Proteine eingebracht werden können.
Es existieren verschiedene Methoden zur Herstellung künstlicher Bilayer (Abb.
1.7). Die älteste und bekannteste Methode ist das Painting, bei dem ei-
ne Phospholipid-Doppelmembran mithilfe eines Pinsels oder eines ähnlichen
Werkzeugs über eine Apertur in einer Teonmembran aufgespannt werden
(Mueller u. a., 1962). Eine Variation ist das Dipping, bei dem ein Träger in
eine Flüssigkeit mit einer Lipidmonoschicht auf der Oberäche eingetaucht
wird (Montal und Mueller, 1972). Dafür kann wieder eine Teonschicht mit
einer Apertur von wenigen Mikrometern oder eine Patch Clamp Pipette ver-
wendet werden, welche dann zweimal in die Flüssigkeit getaucht wird (Tip
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Dip) (Coronado und Latorre, 1983). Ein ganz anderer Ansatz ist das Sprea-
ding. Dabei werden in einem ersten Schritt groÿe unilammelare Lipidvesikel
(Giant Unilamellar Vesicles (GUVs)) erzeugt, meist durch Elektroformation.
Die Vesikel werden dann mit einer Patch Clamp Pipette oder einem Patch
Clamp Chip in Verbindung gebracht. Bei Kontakt mit Glas platzen die Vesi-
kel auf und bilden ein Bilayer.
Teflon
Glas
A
B
C
Teflon
Abbildung 1.7: Verschiedene Methoden zur Herstellung von künstlichen Lipid-
Doppelschichten. A: Painting. Die Lipidschicht wird mithilfe eines feinen Pinsels
aufgetragen. B: Dipping. Ein Träger wird in eine Flüssigkeit mit Lipidmonoschicht
auf der Oberäche eingetaucht. C: Spreading. Unilammelare Vesikel platzen auf
einer Glasoberäche auf und bilden Bilayer.
Die elektronische Messtechnik für Bilayerexperimente ähnelt der der Patch
Clamp Technik. Die Ionenströme durch die Lipidmembran werden mithilfe
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zweier Elektroden in den durch das Bilayer getrennten Kompartimenten re-
gistriert, wobei meist ein Patch Clamp Verstärker zum Einsatz kommt. Die
aufgezeichneten Ionenströme in Bilayern sind Einzelkanalströme. Makrosko-
pische Ströme können nur in Ausnahmefällen erzeugt werden, denn sind zu
viele Proteine in den wenige Mikrometer kleinen Bilayern eingelagert, werden
diese unstabil und reiÿen.
Die Bilayer Technik ist aufgrund ihres sehr geringen Hintergrundrauschens
sehr gut geeignet für die Untersuchung von Einzelkanalaktivitäten, die sich
im Bereich von wenigen Picoampere benden. Im Idealfall können die be-
obachteten Ionenleitfähigkeiten einem bestimmten Protein zugeordnet wer-
den. Einzelne Proteinen können isoliert von ihrer Umgebung und möglichen
Einussfaktoren beobachtet werden. Auÿerdem ist es möglich, Proteine von
Quellen zu untersuchen, die nicht ohne weiteres für die Patch Clamp Technik
geeignet sind, wie beispielsweise von Bakterien oder Panzen.
Dem steht gegenüber, dass die Experimente sehr aufwändig und störanfällig
sind. Die physikalischen Eigenschaften der Bilayer sind zudem nicht mit de-
nen einer nativen Membran identisch. Ein weiterer schwerwiegender Nachteil
ist, dass durch den Prozess der Purikation Untereinheiten verloren gehen
können oder kontaminierende Proteine eventuell copuriziert werden. Die
beobachtete Kanalaktivität entspricht aufgrund des künstlichen Systems und
der langen Prozessierung der Proteine also nicht notwendigerweise den realen
physiologischen Eigenschaften.
1.4.3 Festkörpergestützte Membranen
Die Forschung an Transportern ist ein viel jüngeres Feld als die Ionenkanal-
forschung. Bis 1980 wurde angenommen, Transporter würden sich wie eine
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Fähre mit ihrem gebundenen Substrat durch die Membran bewegen. Mo-
dernere Modelle zeigen Transporter als Transmembranproteine, wie Kanäle.
Doch während Kanäle eine selektiven Durchgang formen können, wird für
Transporter heute allgemein der alternating access Mechanismus angenom-
men. Das bedeutet, dass Transporter zu keinem Zeitpunkt eine durchgängige
Pore bilden, sondern in einem komplexen Ablauf von Konformationsverände-
rungen ihre Substrate auf einer Seite der Membran aufnehmen und auf der
anderen Seite entlassen. Bei diesen Zyklen von Konformationsänderungen
werden also nur einzelne Moleküle oder Ionen transportiert, entsprechend
ist die Flussrate von Transportern generell niedriger als die von Kanälen.
Kristallstrukturen von Transportern, darunter AcrB, ein protonengekoppel-
ter Transporter (Murakami u. a., 2002), sarcoplasmatische Ca-ATPase (To-
yoshima u. a., 2000) und der ABC-Transporter BtuCD (Locher u. a., 2002)
unterstützen dieses Modell. Tatsächlich ist die Abgrenzung von Kanälen und
Transportern aber bisweilen schwierig, denn es gibt sowohl strukturelle als
auch funktionelle Überschneidungen. Am Fall des Chloridtransporters CF-
TR wird dies deutlich. Nach seiner Sequenzhomologie wird CFTR den ABC-
Transportern zugeordnet, jedoch zeigt er aufgrund nur geringer Mutationen
in kritischen Transmembrandomänen die Funktionalität eines Kanals (Bai
u. a., 2011).
Zur direkten funktionellen Untersuchung von Transportern werden meist an-
dere Ansätze als bei Ionenkanalstudien verfolgt. Viele Transporter sind nicht
elektrogen, erzeugen also keine Nettoladungsverschiebung. Es können daher
ausschlieÿlich Veränderungen der Substratkonzentrationen beobachtet wer-
den. Dies geschieht mithilfe von radioaktiven oder uoreszenzbasierten Fluss-
Assays. Diese Klasse von Transportern soll hier nicht weiter thematisiert wer-
den, da der Fokus dieser Arbeit auf elektrophysiologischen Methoden liegt.
Elektrogene Transporter, also Ionentransporter, die eine Nettoladungsver-
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schiebung erzeugen, können mithilfe elektrophysiologischer Methoden unter-
sucht werden, welche sehr viel detailliertere Einblicke liefern können als Fluss-
Assays. Problematisch ist hierbei, dass Transporter nur einen maximalen Teil-
chenuss von ca. 104 Ionen/s erreichen (Ionenkanäle erreichen 107 − 108 Io-
nen/s). Bei einigen elektrogenen Transportern mit hoher Transportrate, wie
natriumgekoppelten Glutamat Transportern (EAATs, Wadiche und Kavan-
augh (1998)) oder Zuckertransportern (SGLTs, Wright u. a. (2011)), ist es
möglich, Ionenströme mithilfe der Patch Clamp Technik aufzuzeichnen. In
seltenen Fällen sind native Transportströme messbar, öfter kann durch he-
terogene Expression in Säugerzellen oder in Oocyten ein Strom auösbarer
Gröÿe erzeugt werden. Für Transporter, die nicht in Säugerzellen exprimiert
werden können, wie die meisten bakteriellen, panzlichen oder intrazellulären
Transporter, ist die Patch Clamp Technik in diesem Fall gar nicht anwendbar.
Hier muss auf Fluss-Assays mit künstlichen Liposomen oder Membranvesi-
keln zurückgegrien werden.
Für die Studie elektrogener Transporter und Pumpen stellt die Arbeit mit
festkörpergestützten Membranen (Solid Supported Membranes (SSMs)) (Abb.
1.8) eine Alternative zur Patch Clamp Technik dar. Ähnlich wie bei Bilayer-
techniken werden hier künstliche Lipidmembranen genutzt. Diese benden
sich jedoch direkt auf einem festen Substrat, meist Gold, und sind daher
mechanisch sehr viel stabiler als konventionelle freistehende Bilayer, welche
nur Durchmesser von wenigen Mikrometern erreichen können, bevor sie rei-
ÿen. Die auf Substraten gebildeten Lipidmembranen sind Monoschichten, die
Phospholipide in wässriger Umgebung spontan auf einer hydrophoben Thiol-
schicht ausbilden. Im Gegensatz zu Bilayertechniken wird das Zielprotein
nicht direkt in der künstlichen Membran rekonstituiert. Stattdessen werden
Liposomen oder Membranvesikel, die das Protein enthalten, durch Lipid-
Lipid Wechselwirkungen auf der festkörpergestützten Membran immobilisiert
(Abb. 1.8 A). Aufgrund ihrer hohen Stabilität können SSM's mit mehreren
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Millimetern Durchmesser erzeugt werden, auf denen eine entsprechend groÿe
Anzahl von Liposomen oder Vesikeln gebunden werden kann. Die gesamte
Proteinmenge auf einer SSM von 3 mm Durchmesser entspricht ungefähr
dem Protein von bis zu 10 000 eukaryotischen Zellen, und ist damit sehr
viel gröÿer als bei Bilayertechniken oder bei der Patch Clamp Technik. Hier-
in liegt ein Hauptvorteil der SSM basierten Elektrophysiologie, denn durch
zeitlich getriggerte Aktivierung aller immobilisierten Transportproteine kann
ein Summenstrom von auösbarer Amplitude erzeugt werden. (Bamberg u. a.,
1993; Pintschovius und Fendler, 1999)
Die Aktivierung der Transportproteine auf der SSM erfolgt durch die Appli-
kation entsprechender Substrate mithilfe eines schnellen Perfusionssystems .
Der elektrogene Transportvorgang verursacht einen Ladungstransport in oder
aus den Liposomen, die auf der SSM immobilisiert sind, bis ein elektroche-
misches Gleichgewicht erreicht ist. Da die SSM nicht leitfähig ist, kann die
angesammelte Ladung nicht abieÿen. Die SSM besitzt jedoch eine sehr hohe
elektrische Kapazität (der Aufbau gleicht einem Plattenkondensator), wes-
halb das durch die Ladungsakkumulation entstandene elektrische Feld einen
Ausgleichsstrom auf die Goldschicht erzeugt (Abb. 1.8 C). Dieser Ausgleichss-
trom entspricht in Gröÿe und zeitlicher Auösung der Ladung, die durch den
Transportprozess in die Liposomen auf der SSM gelangt. Mit einem Tran-
simpedanzverstärker kann das Messsignal an der Goldelektrode abgenommen
werden. Die Verstärkertechnik gleicht der der Patch Clamp Technik, wobei
jedoch nicht gegen eine Kommandospannung (voltage clamp) sondern ein
deniertes Bezugspotential gemessen wird (Abb. 1.8 B). Der zu beobachten-
de transiente Transportstrom dauert zwischen 0,5 und 2 Sekunden an und
erreicht Amplituden bis zu mehreren Nanoampere. Ähnlich wie bei der Patch
Clamp Technik handelt es sich also um eine Echtzeitmessung. (Kelety u. a.,
2006; Seifert u. a., 1993)
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Abbildung 1.8: SSM basierte Messung von Transporterströmen. A: Aufbau des
Messsensors. Ein Goldsubstrat, das sowohl Träger für die Membran als auch Elek-
trode ist, wurde mit einem Alkanthiol beschichtet. Auf dieser hoch hydrophoben
Oberäche kann sich ein Lipid Monolayer ausbilden. Dieser Aufbau wird festkörper-
gestützte Membran (solid supported membrane, SSM) genannt. Auf dieser können
Liposomen oder Membranvesikel, die das zu untersuchende Transportprotein ent-
halten, immobilisiert werden. B: Ersatzschaltbild der Transporter-Strommessung.
Dargestellt im Vergleich zur Patch Clamp Messung. Bei beiden Techniken bildet
die zu messende Membran ein RC Glied mit Rm und Cm. Bei der SSM basierten
Messung bildet die SSM ein zweites RC-Glied, wobei der Widerstand RSSM sehr
hoch ist, und der zu messende Strom über CSSM ieÿt. Die Verstärkertechniken glei-
chen sich, jedoch wird bei der SSM basierten Messung keine Kommandospannung
appliziert, sondern gegen Erde gemessen. C: Ablauf eines Aktivierungszyklus. (I)
Ausgangssituation. (II) Durch einen Lösungsaustausch wird das Substrat zugege-
ben, der Transporter wird aktiv, Ladung sammelt sich in den Vesikeln. (III) Diese
elektrische Ladung generiert ein E-Feld, welches einen messbaren Ausgleichsstrom
erzeugt, bis die Ladung in den Vesikeln durch eine entsprechende Gegenladung auf
der Goldelektrode kompensiert wird. (IV) Nachdem ein elektrochemisches Gleich-
gewicht erzeugt worden ist, ndet kein weiterer Stromuss statt.
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Diese Technologie bietet nicht nur den Vorteil einer hohen Sensitivität durch
die Messung von Summenströmen, sondern ermöglicht auch die Verwendung
von sehr unterschiedlichem Ausgangsmaterial. Auf der SSM können sowohl
künstlich hergestellte Liposomen mit rekonstituiertem Protein, als auch nati-
ve Membranvesikel aus eukaryotischer und prokaryotischer Plasmamembran
oder intrazellulären Membranen immobilisiert werden. Die Technik wurde
erfolgreich eingesetzt zur Messung des Protonentransports durch die Kom-
plexe der Atmungskette (Watzke u. a., 2010), zur Charakterisierung der endo-
plasmatischen Calcium ATPase (Tadini-Buoninsegni u. a., 2008), und einiger
bakterieller Transporter (Grewer u. a., 2013). Dennoch ist die SSM basierte
Elektrophysiologie bisher wenig etabliert.
1.4.4 Elektrophysiologische Techniken für Mitochondrien
Die IMM elektrophysiologisch zu untersuchen ist sehr aufwändig. Dies liegt
an der Gröÿe der Organells (0,5 bis 1 µm) und der besonders schweren Zu-
gänglichkeit der elektrophysiologisch interessanten IMM. Denn Mitochondri-
en sind nicht nur innerhalb eukaryotischer Zellen positioniert, sie besitzen
auch ein doppeltes Membransystem und bilden komplexe Netzwerke unter-
einander sowie mit dem endoplasmatischen Retikulum (Abb. 1.9 A + B).
Elektrophysiologische Untersuchungen der IMM können an isolierten und in
künstlichen Lipidmembranen rekonstituierten Proteinen oder Membranfrag-
menten durchgeführt werden. Dabei müssen die Nachteile des künstlichen
Systems in Kauf genommen werden. Alternativ können direkte Patch Clamp
Messungen an Mitoplasten durchgeführt werden. Um die IMM für die Patch
Clamp Technik zugänglich zu machen, muss das Organell isoliert, die äuÿere
Membran entfernt und das Organell vergröÿert werden. Das kann durch osmo-
tische Schwellung von isolierten Mitochondrien erreicht werden. In hypotoner
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Abbildung 1.9: Mitochondriale Strukturen. A: Elektronenmikroskopi-
sche Aufnahme einzelner Mitochondrien in der Lunge (Louisa Howard,
http://remf.dartmouth.edu/images/mammalianLungTEM/source/8.html). B:
Verteilung von Mitochondrien in einer Zelle. Die einzelnen Organellen bilden
durch Fusion ein retikuläres Mitochondriennetzwerk. Abbildung aus Benard und
Karbowski (2009). C: Lichtmikroskopische Aufnahme eines einzelnen Mitoplasten.
Die OMM ist noch als Cap mit dem Mitoplasten verbunden. Abbildung aus
Kirichok u. a. (2004)
Umgebung platzt die äuÿere Membran auf, während die innere Membran ihre
Cristae entfalten kann und so Vesikel von 3-6 µm Durchmesser bildet. Die
OMM ist oft noch als Kappe (Cap) mit dem geschwollenen Mitochondrium,
jetzt Mitoplast genannt, verbunden (Abb. 1.9 C). Um Mitoplasten mit der
Patch Clamp Technik zu untersuchen, werden sie meist auf einer Oberäche
immobilisiert, und Pipetten mit sehr kleiner Önung verwendet (Keller und
Hedrich, 1992). Diese Methodik ist die einzige Möglichkeit, mitochondriale
Ionentransportsysteme in einer nativen Umgebung elektrophysiologisch zu
untersuchen. Einige wenige sehr erfolgreiche Studien, wie von Kirichok u. a.
(2004) zum mitochondrialen Calciumkanal MCU, zeigen das groÿe Potenti-
al dieser Methode. Generell sind aber nur wenige Arbeiten mit Mitoplasten
veröentlich worden, wohl aufgrund der aufwändig zu erlernenden und inef-
zienten Methodik.
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1.4.5 Elektrophysiologische Techniken für Bakterien
Die Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften bakterieller Io-
nentransportsysteme gestaltet sich ähnlich schwierig wie bei Organellen. Ob-
wohl Bakterien nicht in einen gröÿeren Organismus eingebunden sind und
damit die Zugänglichkeit erleichtert wird, sind sie mit ca. 1 µm sehr viel klei-
ner als eukaryotische Zellen (ca. 10 µm). Damit sind sie zu klein für Patch
Clamp Pipetten, deren Spitzen selbst im Bereich von 1 µm liegen. Auÿerdem
besitzen ein Groÿteil der Bakterienzellen eine Zellwand und gegebenenfalls
eine äuÿere Membran, die den direkten Zugang zur elektrophysiologisch in-
teressanten Plasmamembran versperren.
Um dennoch eine elektrophysiologische Untersuchung möglich zu machen,
werden bakterielle Proteine isoliert und in künstlichen Lipidmembranen re-
konstituiert. Dies ist gut etabliert und momentan die Methode der Wahl zur
Untersuchung bakterieller Ionenkanäle. Auch hier müssen die Nachteile dieser
unphysiologischen Technik in Kauf genommen werden. Eine Alternative stellt
die Arbeit mit Sphäroplasten dar. Durch Cefalexin, einem Antibiotikum aus
der Klasse der Cephalosporine, das die Transpeptidase und damit die kor-
rekte Ausbildung der Zellwand hemmt, kann eine Volumenvergröÿerung der
Bakterienzellen erreicht werden. Es bilden sich bis zu 50 µm lange, lamen-
töse Zellen. Anschlieÿend wird die Zellwand durch Lysozymverdau entfernt.
Die Bakterienzellen verlieren mit der stützenden Zellwand auch ihre lang-
gestreckte Form und bilden Kugeln (Abb. 1.10). Diese ca. 5-10 µm groÿen,
sphärischen, hauptsächlich aus der inneren Zellmembran bestehenden Objek-
te werden Sphäroplasten genannt (Withold u. a., 1976).
Die ersten elektrophysiologischen Untersuchungen von Sphäroplasten mit der
Patch Clamp Technik wurden von Boris Martinac durchgeführt und führ-
ten unter anderem zur Entdeckung der endogenen mechanosensitiven Kanäle
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(MscL, MscS) in E. coli (Martinac u. a., 1987). Auch eine endogene anio-
nenselektive Leitfähigkeit wurde beschrieben (Kubalski, 1995). Mario Meng-
Chiang Kuo konnte die bakteriellen Kanäle MthK, einen calciumaktivierten
Kaliumkanal (Kuo u. a., 2007a) und MmaK, einen durch zyklische Nukleo-
tide gesteuerten Kaliumkanal aus Magnetospirillum magnetotacticum (Kuo
u. a., 2007b), erfolgreich in E. coli exprimieren und in Sphäroplasten elek-
trophysiologisch untersuchen. Sphäroplasten bieten die einzige Möglichkeit,
bakterielle Ionenkanäle in ihrer physiologischen Umgebung zu untersuchen,
aber stellen, ähnlich wie Mitoplasten, eine besondere Herausforderung für
die Patch Clamp Technik dar. Bis heute ndet diese Technik deshalb äuÿerst
selten Anwendung.
Cephalexin Lysozym
~ 1 µm ~ 50 µm 5-10 µm
Abbildung 1.10: Schematische Darstellung der Erzeugung von Sphäroplasten aus
Bakterienzellen. Durch die Behandlung der Zellen mit Cefalexin, einem halbsyn-
thetischen Antibiotikum aus der Gruppe der Cephalosporine, bilden sich lange, fa-
denförmige Objekte. Sie bestehen aus mehreren einzelnen Bakterienzellen, welche
sich durch die Wirkung des Antibiotikas nach der Zellteilung nicht mehr abtren-
nen konnten. Wird in einem zweiten Schritt die Zellwand durch Lysozymverdau
entfernt, bilden sich die kugelförmigen Sphäroplasten.
Auch für die Untersuchung mechanosensitiver bakterieller Kanäle ist das
wichtigste Werkzeug die Patch Clamp Technik mit Sphäroplasten. Die Akti-
vierung der Kanäle erfolgt dabei durch das Anlegen von Unterdruck über die
Patch-Pipette. Die alternative Verwendung von isoliertem Protein in Bilayern
gestaltet sich in diesem Fall schwierig. Denn bei klassischen Bilayer-Methoden
kann systembedingt kein Druck appliziert werden. Die einzige Möglichkeit,
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rekonstituiertes Protein zu untersuchen ist, Liposomen, ähnlich wie Zellen,
mithilfe einer Patch-Pipette zu untersuchen. Den Techniken ist gemein, dass
störende mechanische Einüsse kaum vermieden werden können und der an-
gelegte Druck zur Aktivierung schwer kontrollierbar und stark vom verwende-
ten System abhängig ist. Für die elektrophysiologische Untersuchung bakte-
rieller mechanosensitiver Ionenkanäle ist ein hochkomplexer experimenteller
Ablauf von Nöten, welcher nicht nur einen erfahrenen Experimentator er-
fordert, sondern auch die wissenschaftlichen Möglichkeiten einschränkt und
Resultate mit schlechter Reproduzierbarkeit liefert.
Bakterielle Transporterströme können mit Patch Clamp Technik oder Bi-
layermethoden nicht untersucht werden. Einzelne Bilayer, Liposomen oder
Sphäroplasten enthalten zu geringe Proteinmengen, um einen Transportstrom
auösbarer Gröÿer zu erzeugen. Hier nden üblicherweise Fluss-Assays mit
Liposomen Anwendung. Eine Alternative ist die Verwendung SSM basierter
Methoden (Kap. 1.4.3).
1.5 Ziele dieser Arbeit
Im Rahmen dieser Arbeit sollten geeignete Methoden für die funktionelle
elektrophysiologische Untersuchung bakterieller und mitochondrialer Ionen-
transportproteine neu entwickelt und auf ungeklärte Fragestellungen ange-
wendet werden.
Für die Untersuchung mitochondrialer Ionenkanäle sollte eine verbesserte
Methodik entwickelt werden. Durch die Verwendung eines planaren Patch
Clamp Systems und die Etablierung eines geeigneten Präparationsprotokolls,
sollte eine eziente Patch Clamp Methode zur Untersuchung nativer Mito-
26
1.5 Ziele dieser Arbeit
plasten entwickelt werden. Diese sollte genutzt werden, um den putativen
mitochondrialen Kaliumkanal mitoBKCa zu identizieren und zu charakteri-
sieren. Dazu wurden die kardialen Mitochondrien von zur Verfügung stehen-
den KCNMA1/ KCa1.1 knock-out und wild-typ Mäusen in Bezug auf ihre
elektrophysiologischen Eigenschaften verglichen.
Für die Arbeit mit mechanosensitiven bakteriellen Ionenkanälen sollten zwei
alternative Methoden entwickelt und verglichen werden. Die Patch Clamp
Technik mit Sphäroplasten sollte zur Verbesserung auf ein planares System
übertragen werden, gleichzeitig sollte eine Möglichkeit zur Verwendung von
Bilayern etabliert werden. Die Arbeit mit bakteriellen mechanosensitiven Io-
nenströmen ist bisher aufwändig und schlecht reproduzierbar. Die planare
Patch Clamp Technik bietet die Möglichkeit zur Automatisierung des Patch-
Vorganges und der Druckapplikation, wodurch eine deutliche Vereinfachung
der Technik und eine Verbesserung der Reproduzierbarkeit erreicht werden
könnten.
Zur funktionellen Charakterisierung bakterieller Ionentransporter sollte die
SSM-basierte Methodik adaptiert werden. Dies sollte am Beispiel des proka-
ryotischen Ionentransporters NCX_Mj geschehen. NCX_Mj dient als Struk-
turmodell für die humanen NCX Isoformen, funktionelle Daten stehen auf-
grund fehlender Methodiken aber nur sehr wenige zur Verfügung. Mithilfe
der entwickelten Methode sollte NCX_Mj elektrophysiologisch charakteri-
siert werden.
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2.1 Präparation kardialer Mitoplasten
2.1.1 Isolation kardialer Myocyten aus Mäuseherzen
Vitale Kardiomyocyten wurden durch enzymatischen Verdau von Mäuseher-
zen durch retrograde Perfusion der Aorta gewonnen, wie zuvor von Fenske
u. a. (2011) beschrieben.
Die Herzen wurden isoliert und sofort für 5 Minuten bei 37 ◦C zur Reinigung
mithilfe einer Langendor Apparatur perfundiert.
Kardiomyocyten Perfusionspuer
113 mM NaCl
4,7 mM KCl
0,6 mM KH2PO4
0.6 mM Na2HPO4
1,2 mM MgSO4
0.032 mM Phenolrot
12 mM NaHCO3
10 mM HEPES pH 7,4
30 mM Taurin
5,5 mM Glucose
10 mM BDM (2,3-Butanedione monoxime)
Anschlieÿend wurde für 25 Minuten bei 37◦ C mit collagenasehaltigem Puer
perfundiert, um das Gewebe aufzutrennen.
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Kardiomyocyten Collagenasepuer
Kardiomyocyten Perfusionspuer
1 mg/ml Collagenase B
12.5 µM CaCl2
Schlieÿlich wurde das Herz von der Apparatur genommen, mit einer 10ml Pi-
pette vorsichtig mechanisch dispergiert und die Zellen bei 100xg für 1 Minute
abzentrifugiert. Das Pellet wurde sofort auf Eis gelegt und mit der Mitochon-
drienisolation fortgefahren.
2.1.2 Mitoplasten Präparation
Mitochondrien wurden mit einem modizierten Verfahren nach Frezza u. a.
(2007) isoliert. Die pelletierten Kardiomyocyten eines ganzen Mausherzens
wurden in 800 µl eisgekühltem Mitochondrien-Isolationspuer resuspendiert
und mechanisch durch das Potter-Elvehjem Verfahren aufgeschlossen (Teon
auf Glas, 12 Stöÿe bei 900 rpm). Intakte Zellen wurden durch 10 minütiges
Zentrifugieren bei 700xg pelletiert, der Überstand in zwei 1,5 ml Eppendorf
Gefäÿe verteilt und bei 3000xg für 15 Minuten die Mitochondrien pelletiert.
Die Pellets wurden in je 200 µl Mitochondrien-Isolationspuer resuspendiert
und der Schritt wiederholt. Alle Schritte wurden bei 4 ◦C durchgeführt. Das
Pellet kann mit möglichst wenig Flüssigkeit bis zu einem Tag lang auf Eis
gelagert werden.
Mitochondrien-Isolationspuer
10 mM Tris-MOPS pH 7,4
1 mM EGTA
200 mM Saccarose
1:25 Proteinaseinhibitor Complete (Roche)
Mitoplasten wurden nach Siemen u. a. (1999) durch osmotisches Schwellen der
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Mitochondrien in hypotonem Puer erzeugt. Dazu wurde ein Pellet in 100
µl hypotonem Puer resuspendiert und für 7 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Wiederherstellen der Isotonizität durch
Zugabe von 20 µl hypertonem Puer gestoppt.
Mitoplasten-Puer, hypoton
150 mM KCL
4 mM Saccarose
1 mM EGTA
30 mM HEPES pH 7,4
Mitoplasten-Puer, hyperton
750 mM KCL
1 mM EGTA
30 mM HEPES pH 7,4
Die Mitoplasten wurden vor jedem Experiment frisch hergestellt, auf Eis
gelagert und maximal 2 Stunden lang für Experimente verwendet.
2.2 Präparation von Sphäroplasten
Sphäroplasten wurden aus dem MscL knock-out E. coli Stamm PB104 nach
einem Protokoll von Blount und Moe (1999) hergestellt. Aus einer Einzelko-
lonie wurde eine Übernachtkultur angesetzt (10 ml LB-Medium, 100 µg/ml
Ampicillin, 10µg/ml Chlorampenicol). Am Folgetag wurde eine frische Kul-
tur durch 1:50 Verdünnung hergestellt und bis zum Erreichen einer OD600
von 0,4 inkubiert. Eine weitere frische Verdünnung (1:10) mit Cephalexin (60
µg/ml) zur Unterbindung der Zellwandsynthese wurde für eine Stunde inku-
biert und anschlieÿend durch Zugabe von 0,1% Arabinose die Genexpression
initiiert.
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Die Zellen wurden durch Zentrifugation (4000 rpm, 4 ◦C, 10 min) geerntet
und die Zellwand durch die aufeinander folgende Zugabe folgender Reagenzi-
en verdaut: 120 µl 1 M Tris-HCl Puer pH 7,8, 120 µl Lysozyme (5 mg/ml),
30 µl DNAse (5 mg/ml) und 120 µl 0,125 M EDTA pH 8. Der enzymati-
sche Verdau wurde nach 1,5 bis 3 Minuten durch Zugabe von Stopp-Puer
unterbrochen.
Stopp-Puer
10 mM TrisHCL pH 7,8
0,7 M Saccarose
20 mM MgCl2
Die Sphäroplasten wurden anschlieÿend selektiert: Sphäroplastenhaltige Lö-
sung wurde auf 7 ml Stopp-Puer aufpipettiert und 2 Minuten bei 4 ◦C und
1500 rpm in einem Ausschwingrotor abzentrifugiert und bei -20 ◦C gelagert.
2.3 Isolation von Zellmembranen
NCX1 exprimierende HEK-293 Zellmembranen wurden zur Verfügung ge-
stellt. Sie wurden gewonnen wie durch Krause u. a. (2009) beschrieben.
2.4 Heterogene Expression und Isolation von
Proteinen
MscL wurde nach bekanntem Protokoll (Kocer u. a., 2007) in E. coli ex-
primiert und aufgereinigt. Dazu wurde der nativ-MscL depletierte E. coli
Stamm PB104 (Blount u. a., 1996) verwendet. Eine Einzelkolonie wurde für
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einen Tag in 10 ml Luria-Bertani (LB) Medium plus 100 µg/ml Ampicillin
und 10 µg/ml Chloramphenicol inokuliert. Durch Verdünnung 1:1000 wurde
daraus eine Übernachtkultur angesetzt. Anschlieÿend wurden die Zellen in
2-Liter Fermentern (1:40 Verdünnung) in LB Medium plus 100 µg/ml Am-
picillin und 10 µg/ml Chloramphenicol bis zu einer OD600 von 2,5 wachsen
gelassen. Die Expression wurde durch 0,1% Arabinose induziert. Nach weite-
ren zwei Stunden wurden die Zellen abzentrifugiert und mit 25 mM Tris-HCl
(pH 8) gewaschen. Die Zellen wurden mit einem Zell-Disruptor von Constant
Systems bei 25000 psi mechanisch aufgeschlossen. Die Zelltrümmer wurden
bei 18460xg für 30 Minuten bei 4 ◦ C pelletiert. Der Überstand wurde an-
schlieÿend bei hoher Umdrehungszahl (145400xg, 90 Minuten, 4 ◦C) zentri-
fugiert, die resultierenden Vesikel in 25 mM Tris-HCl, pH 8, homogenisiert,
auf eine Endkonzentration von 0,7 g/ml gebracht und gegebenenfalls bis zu
weiteren Verwendung bei -80 ◦ C gelagert.
Zur Proteingewinnung wurden die Vesikel in detergenzhaltigem Puer aufge-
löst, unlösliche Bestandteile durch Zentrifugation bei 267000xg und 4 ◦C für
20 Minuten entfernt.
Detergenzhaltiger Puer
1% Triton X-100
300 mM NaCl
50 mM Na3PO4
35 mM Imidazole
pH 8
Der Überstand wurde auf eine Nickel-NTA-Matrix aufgebracht und für 30 Mi-
nuten bei 4 ◦C inkubiert. Das gebundene Protein wurde mit einem Waschpuf-
fer und 50 mM Histidinpuer gespült, um unspezisch gebundene Proteine
zu entfernen.
MscL wurde anschlieÿend mithilfe eines 235 mM Histidinpuers von der
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Waschpuer
0,2% Triton X-100
50 mM Na3PO4
300 mM NaCl
35 mM Imidazole
pH 8
Histidin Waschpuer
0,2% Triton X-100
50 mM Na3PO4
300 mM NaCl
50 mM Histidin
pH 8
Säule eluiert.
Histidin Eluationspuer
0,1% Triton X-100
50 mM sodium phosphate
300 mM NaCl
235 mM Histidin
pH 8
Isoliertes NCX_Mj Protein wurde für diese Arbeit zur Verfügung gestellt.
Die Isolation wurde durchgeführt wie durch Liao u. a. (2012) beschrieben.
2.5 Herstellung von Lipidvesikeln
GUVs (giant unilamellar vesicles) wurden durch Elektroformation hergestellt
(Vesicle Prep Pro, Nanion Technologies). Dabei bilden sich aus einer unge-
ordneten Lipidschicht mithilfe eines oszillierenden elektrischen Feldes groÿe
unilammelare Lipidvesikel.
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20 µl einer Lipidlösung aus 10 mM DPhPC (1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin) und 1 mM Cholesterin, gelöst in Trichlormethan, wurden auf
einem elektrisch leitfähigen Glasscheibchen (Indium-Zinn-Oxid beschichtet,
ITO) gleichmäÿig verteilt, so dass eine Kreisäche von ca. 2 cm Durchmesser
bedeckt ist (Abb. 2.1 A). Nachdem das Lösungsmittel nach sehr kurzer Zeit
bei Raumtemperatur verdampft ist, wurde um die lipidbedeckte Fläche ein O-
Ring als Abstandhalter positioniert und 270 µl einer 1 M Sorbitollösung auf
das getrocknete Lipid pipettiert. Eine zweite ITO beschichtete Glasscheibe
wurde aufgelegt. Der Aufbau wurde in die Reaktionskammer des Gerätes
eingebracht und Elektroformation bei einer Wechselspannung von 3 V und 5
Hz für zwei Stunden durchgeführt. Die erhaltenen GUVs wurden mit 200 µl
der Sorbitollösung verdünnt.
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Abbildung 2.1: Herstellung von GUVs durch Elektroformation. A: Lipid wur-
de auf die leitfähige Seite eines ITO Glases aufgetragen. Nach Verdampfen des
Lösungsmittels bildet sich ein weiÿlicher Lipidlm. B: Mithilfe eines zweiten ITO
Gläschens und eines O-Rings werden 270 µl Sobriollösung eingeschlossen, und der
Aufbau in die Kammer des Vesicle Prep Pro Geräts eingespannt. C: Nachdem das
Protokoll beendet wurde, müssen die GUVs vorsichtig vom Glas abgelöst werden.
D: GUVs, beobachtet unter einem invertierten Phasen-Kontrast Mikroskop
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2.6 Proteinrekonstitution in Lipidvesikeln
Zur Rekonstitution des isolierten MscL Proteins wurden 0,5 µl des in Deter-
genz gelösten Proteins zu 200 µl GUV-haltiger Lösung gegeben, durchmischt
und bei Raumtemperatur für 30 Minuten inkubiert. Mit weiteren 200 µl
Sorbitollösung wurde der Ansatz verdünnt und für zwei Stunden bei 4◦C in-
kubiert. Um die GUVs wieder zu stabilisieren wurde das Detergenz mithilfe
von 10 mg Biobeads (Biorad) über Nacht bei 4 ◦C weitgehend entfernt. Nach
Entfernen der Biobeads sind die GUVs für einige Tage stabil.
Zur Rekonstitution von NCX_MJ wurden 10 µl Protein der Konzentration
2,5 µg/µl und 200 µl GUV Präparation durch kurzes vortexen gemischt. Die
Lösung wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur, dann weitere zwei Stunden
bei 4 ◦C inkubiert. Zur Entfernung des Detergenz wurden 10 mg Biobe-
ads (Bio-Rad) zugegeben und die Lösung über Nacht bei 4 ◦C inkubiert.
Anschlieÿend wurden die Biobeads vollständig entfernt, die proteinhaltigen
Liposomen bei 4 ◦C gelagert und innerhalb von 5 Tagen verwendet.
2.7 Erzeugung von Bilayern aus GUVs
Die Experimente wurden am Port-a-Patch (Nanion Technologies) ausgeführt,
wobei NPC1 Chips mit einem Widerstand von 3-5MΩ verwendet wurden.
Elektrophysiologische Salzlösung extern und intern
350 mM KCl
10 mM HEPES, pH 7
Der Chip wurde mit 5 µl Puerlösung auf beiden Seiten befüllt, die Osetspa-
nung korrigiert und 5 µl GUV-Lösung auf die Oberseite des Chips pipettiert.
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Durch zügiges Anlegen eines negativen Drucks von -20 mBar/15 mmHg wur-
den Bilayer mit mehreren GΩ Widerstand erzeugt. 40 µl Puer wurden zur
externen Seite hinzugefügt, das Haltepotential auf -20 mV gesetzt und mit
dem Messprotokoll begonnen.
2.8 Patch Clamp Methodiken
2.8.1 Mitoplasten Patch Clamp
Folgende elektrolytischen Salzlösungen wurden für die elektrophysiologischen
Arbeiten verwendet:
Interne Salzlösung
60 mM KF
60 mM K-Gluconat
10 mM KCl
10 mM HEPES
200 mM Sorbitol
Externe Salzlösung
10 mM K-Gluconat
10 mM HEPES
1 mM Ca-Gluconat
260 mM Sorbitol
10 µM Rutheniumrot, 50 µM Propranolol, 10 µM Bepridil und 10 µM Cy-
closporin A wurden zu beiden Lösungen frisch hinzugefügt, um den mit-
ochondiralen Uniporter (MCU), den Anionentransporter der inneren Mem-
bran (IMAC), Slo2.2 und mPTP zu inhibieren.
Die Patch Clamp Experimente wurden mit dem planaren Patch Clamp Sys-
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tem Port-a-Patch (Nanion Technologies, Abb. 2.2) und einem HEKA EPC-10
Verstärker durchgeführt. Es wurden NPC-1 Patch Clamp Chips mit einem
Widerstand von 10-15 MΩ (Durchmesser <1 µm) und eine Salzbrücke (3 M
KCl, 3% Agarose) auf der externen Seite verwendet.
Die Software des Systems ermöglicht es automatisierte Protokolle zum Fi-
xieren einer individuellen Zelle aus der Lösung und zum Etablieren des Se-
alwiderstandes zu verwenden. Ein entsprechendes Protokoll wurde speziell
für die Arbeit mit Mitoplasten entwickelt. Es wurden je 5 µl externe bzw.
interne Lösung auf die jeweiligen Seiten des Patch Clamp Chips gegeben
und anschlieÿend das Protokoll gestartet. Zunächst wird die Osetspannung
korrigiert, anschlieÿend ein negatives Potential von -20 mV angelegt. Nach
Auorderung durch das Programm werden 5 µl Mitoplastenpräparation auf
die externe Seite des Chips pipettiert. Durch Druckpulse von -20 bis -100
mBar wird anschlieÿend ein individueller Mitoplast auf dem Chip xiert.
Sobald der Widerstandswert 50 MΩ überschreitet, wird das Haltepotential
schrittweise abgesenkt bis auf -100 mV . Im letzten Schritt wird nach Errei-
chen eines Gigaseals das Haltepotential auf -50 mV gesetzt und das Protokoll
automatisch beendet.
Anders als bei Zellen war es nicht nötig, die Mitoplasten aktiv durch Unter-
druck zu önen (whole cell Konguration). Dies geschieht schon während
des Sealvorganges spontan, kann jedoch schwer beobachtet werden, da die Ka-
pazitäten sich am Rande des messbaren Bereichs benden. Nach Etablierung
des Sealwiderstandes betrugen die Kapazitäten ca. 1 pF . Unter der Annah-
me, dass auch die mitochondriale Membran eine Kapazität von ca. 1 µF/cm2
besitzt, entspricht dieser Wert einer gemessenen Membranäche von ca. 100
µm2 (Formel 2.1), also einer Kugel von ca 5 µm (Formel 2.2). Auch wenn in
Betracht gezogen wird, dass der Mitoplast nicht mehr als ideale Kugel vor-
liegt, sondern auf der Glasäche deformiert wird, entspricht die Kapazität
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Abbildung 2.2: Planares Patch Clamp System Port-a-Patch (Nanion Technolo-
gies). A: Ansicht auf den Patch Clamp Chip von oben, die faradaysche Schutzab-
deckung ist entfernt. Der Chip ist bereits mit den Salzlösungen befüllt. B: Verstär-
kersoftware Patch Master (Heka). Der Ausschnitt zeigt den Protokollgenerator
für die Erstellung von Spannungsprotokollen. C: Software Patch Control (Nan-
ion Technologies). Ausschnitt zeigt das Parameterfenster in dem Protokolle zum
Fixieren und Etablieren des Sealwiderstandes entworfen werden.
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von 1 pF einem Kreis mit Radius 5,6 µm (Formel 2.3), also einer deutlich
gröÿeren Fläche als der von der mikrostrukturierten Apertur umschlossenen
Fläche (R < 0,5 µm). Es kann also von einer whole cell Konguration aus-
gegangen werden.
1pF
1 µFcm2
= 100µm2 (2.1)
rKugel =
√
100µm2
4Π
= 2, 82µm (2.2)
rKreis =
√
100µm2
Π
= 5, 6µm (2.3)
Da bei dem planaren Patch Clamp Setup keine Möglichkeit zur optischen
Beobachtung integriert ist, wurde die Identität der Mitoplasten durch die re-
produzierbare Beobachtung des gut beschriebenen Anionenkanals IMAC (In-
ner Membrane Anion Conductance) veriziert. IMAC zeigt eine Leitfähigkeit
von ca 100 pS und kann druch Propranolol Inhibiert werden (Beavis, 1992).
Dies dient der Unterscheidung von Mitoplasten und vorhandenen Verunreini-
gungen, wie Zelltrümmern oder intakten Mitochondrien, in der Päparation,
die möglicherweise auf die Apertur gesaugt werden könnten.
Folgendes Spannungsprotokoll wurde zur Beobachtung von mitoBKCa appli-
ziert: Alle 5 Sekunden wurde ein Spannungssprung vom Haltepotential -50
mV auf 80 mV durchgeführt und für 2 Sekunden gehalten. Dieses Proto-
koll wurde 9 Minuten lang wiederholt, wobei nach den ersten 3 Minuten
der BKCa Stimulator NS11021 (10 µM) (Bentzen u. a., 2007) appliziert wur-
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de. Nach weiteren 3 Minuten wurde Paxilline (100 nM) als BKCa Inhibitor
hinzugegeben. Die Amplituden der während der jeweiligen Phasen auftre-
tenden Einzelkanalaktivitäten wurden identiziert und die Häugkeit ihres
Auftretens auf die Anzahl der Experimente normalisiert. Mehrfaches Auftre-
ten während einer Phase wurde nur einmal gewertet.
2.8.2 Patch Clamp Methodik für Sphäroplasten
Die Experimente wurden am planaren Patch Clamp Aufbau Port-a-Patch
(Nanion Technologies) durchgeführt.
Elektrophysiologische Salzlösung, intern
300 mM KCl
60 mM KF
10 mM HEPES, pH 7
Elektrophysiologische Salzlösung, extern
350 mM KCl
10 mM CaCl2
10 mM HEPES, pH 7
Elektrophysiologische Salzlösung mit hohem Calciumgehalt
300 mM KCl
40 mM CaCl2
10 mM HEPES, pH 7
Die Sphäroplastenpräparation wurde direkt vor Beginn der Messungen mit
externer Salzlösung 1:2 verdünnt. NPC-1 Patch Clamp Chips mit einem Wi-
derstand von 10-15MΩ wurden mit internem und externem Puer befüllt (5
µl intern, 10 µl extern) und die Osetspannung korrigiert. 5 µl der verdünnten
Sphäroplasten Lösung wurden auf die externen Seite des Chips zugegeben,
negativer Druck appliziert und erhöht bis ein Sphäroplast auf der Apertur
xiert ist, erkennbar an einem Anstieg des elektrischen Widerstandes. Durch
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Abschalten des applizierten Drucks, das Anlegen einer negativen Spannung
bis zu -130 mV und die Zugabe von 50 µl Seal Puer wurde ein Sealwi-
derstand im Gigaohmbereich erzeugt. Anschlieÿend wurde der externe Puer
vollständig ausgetauscht, das Haltepotential auf -20 mV gesetzt und mit dem
Messprotokoll fortgefahren.
2.8.3 Aktivierung mechanosensitiver Ionenkanäle
Bei dem verwendeten planaren System (Port-a-Patch, Nanion) ist die inter-
ne Seite des Patch Clamp Chips hermetisch abgeschlossen und schlieÿt nur
ein kleines Volumen ein. Damit ist es für die Druckregulation gut geeignet.
Zur Aktivierung der mechanosensitiven Kanäle wurde ein spezielles geregeltes
Pumpensystem verwendet (Suction Control Pro, Nanion Technologies, Abb.
2.3). Über bestimmte einstellbare Parameter (Toleranzwerte, Geschwindig-
keiten) kann ein deniertes Druckprotokoll appliziert und kontrolliert werden
(Abb. 2.4).
Zur Charakterisierung von MscL Aktivität wurde folgendes Protokoll ent-
worfen: Bei einer Spannung von -20 mV wurde zunächst ein Druck von -30
mBar (-22 mmHg) angelegt, der in Schritten von 10 mBar bis zu 160 mBar
(120 mmHg) stieg. Jeder Schritt hat eine Dauer von 30 Sekunden.
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Abbildung 2.3: Automatisierte Druck und Spannungsregelung. Auf der exter-
nen und internen Seite des Chips bendet sich jeweils ein Tröpfchen Salzlösung.
Auf der Apertur im Borosilikatglas ist ein Sphäroplast xiert. Das elektronische
Ersatzschaltbild von Zelle und Messaufbau ist rot eingezeichnet. Ebenfalls ist die
Druckregulierung eingezeichnet. Kommandospannung und -Druck werden als Soll-
werte vom PC ausgegeben und die Ist-Werte als Messwerte eingelesen. Die Regelung
ndet in der Pumpe (Druck) bzw. im Verstärker (Spannung) statt.
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Abbildung 2.4: Computergesteuerte Druckregulation. A: Suction Control Pro,
sichtbar sind die Ein-und Ausgänge zur Steuerung. Die Pumpe wird über USB an-
gesprochen oder zur automatischen Druckkontrolle über zwei serielle Eingänge (ap-
ply, set). Ein serieller Ausgang dient zum Auslesen des Ist-Wertes. B: Resultierendes
Druckprotokoll. Dargestellt ist die Anzeige der realen Ist-Werte. C: Programmie-
rung des Druckprotokolls auf dem Ausgangskanal 2 des HEKA-Verstärkers. Kanal
3 dient zur Programmierung eines parallel ablaufenden Spannungsprotokolls. D:
Einstellung der Pumpenparameter wie Toleranzwerte und Arbeitswerte der Mem-
branpumpen.
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2.9 SSM Sensorpräparation
Die SSM Experimente wurden am SURFE2R N1 mit den entsprechenden
N1 Sensoren (Nanion Technologies), welche eine 3 mm groÿe, elektrisch kon-
taktierbare Goldoberäche innerhalb einer Vertiefung enthalten. Die Gold-
oberäche wurde durch 30-minütige Inkubation mit einer 0,5 molaren 1-
Octadecanthiol Lösung (in Isopropanol) mit einer Thiolschicht überzogen und
anschlieÿend mit Isopropanol und Wasser gespült. 7,5 µg/µl 1,2-diphytanoyl-
sn-glycero-3-phosphocholin (DPHPC, Avanti Polar Lipids) wurden in n-Decan
gelöst und 1,5 µl als Tröpfchen auf die Goldäche gesetzt, wo es sich auf der
hydrophoben Fläche ausbreitet. Sofort danach wurden 80 µl Ladepuer vor-
sichtig in die Vertiefung gegeben.
Die NCX-haltigen Liposomen wurden für 30 Sekunden im Wasserbad mit
Ultraschall beschallt und direkt am Anschluss 8 µl langsam durch Unter-
schichten auf die SSM pipettiert . Anschlieÿend wurden die Sensoren für 1
Stunde bei 2200xg zentrifugiert. Die Sensoren zeigten für einige Tage Akti-
vität wenn sie bei 4 ◦C gelagert wurden.
2.10 SSM basierte elektrophysiologische
Messungen
Die vorbereiteten Sensoren wurden in die gegen elektrische Einstreuungen
abgeschirmte Messkammer des SURFE2R N1 eingesetzt und die schnelle Ak-
tivierung durch Lösungsaustausch mithilfe des integrierten Perfusionssystems
durchgeführt. Lösungen werden durch eine Stahlkapillare in die Vertiefung
des Sensors pipettiert (ca. 300 µl maximales Volumen), zeitgleich kann über-
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schüssige Lösung durch eine zweite Kapillare abgenommen werden. Dies wird
ermöglicht durch zwei autonome Pumpen. Mithilfe einer Y-Trennung der zu-
führenden Fluidik können zwei unterschiedliche Lösungen aufgenommen und
in schneller Abfolge in einem kontinuierlichen Flüssigkeitsstrom wieder abge-
geben werden.
Abbildung 2.5: Hardware SURFE2R N1. A: Ansicht des gesamten Geräts inklu-
sive Robotik, Verstärker und Rechner. Ein Bildschirm zur Anzeige der Software ist
nicht abgebildet. B: N1 Sensor. Die SSM wird auf der 3 mm groÿen, kreisförmigen
Goldäche gebildet, die sich in einer Vertiefung bendet. C: Positionierung des Sen-
sors in der Messkammer. Die Kammer wird anschlieÿend durch einen Metallkappe
elektrisch abgeschirmt. D: Pipettierkopf mit Perfusionseinheit. Der Kopf ist an ei-
nem robotischen Arm befestigt und kann so verschiedene Positionen zu Aufnahme
und Abgabe von Flüssigkeiten anfahren.
Vor jedem Experiment wurden Kapazität und Leitfähigkeit des jeweiligen
Sensors bestimmt (Abb. 2.6). Dies erfolgt über einen elektrischen Funktions-
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generator, der mit der Stahlkapillare gekoppelt werden kann. Die Sensoren
wurden nur für Messungen verwendet, wenn sich die Werte unter 20 pF bzw.
3 nS befanden. Benden sich die Werte von Kapazität und Leitfähigkeit
oberhalb dieser Grenzen, zeigt dies, dass die SSM nicht intakt und damit die
elektrische Isolation der Goldoberäche nicht gegeben ist. Ein groÿer Oset-
strom und Anfälligkeit für uidische Artefakte sind die Folge.
Abbildung 2.6: Bestimmung von Kapazität und Leitfähigkeit der SSM. A: Die
Leitfähigkeit wird aus dem Osetstrom nach einem Spannungssprung von 0 auf
100 mV berechnet. B: Die Kapazität wird aus der Stromantwort auf eine Säge-
zahnspannung berechnet.
Der Lösungsaustausch durch das schnelle Perfusionssystem zur Aktivierung
des Transporters wurde mithilfe der zur Verfügung stehenden Software nach
folgendem Muster programmiert: Der Sensor wird zunächst für zwei Sekun-
den mit einem Kontrollpuer gespült, um klar denierte Umgebungsbedin-
gungen zu erhalten und die Stromantwort des Transporters zeitlich von me-
chanischen Störungen beim Anfahren des Perfusionssystems zu trennen. An-
schlieÿend erfolgt der Wechsel auf einen aktivierenden Puer. Mit diesem
wird der Sensor wieder zwei Sekunden lang perfundiert. Anschlieÿend wird
in einer dritten Phase, wieder zwei Sekunden lang, der Sensor mit Kontroll-
puer gespült. Während dieser Sequenz wird der Stromuss aufgezeichnet.
Anschlieÿend wird der Sensor mit Ladepuer gewaschen und ein weiterer
Aktivierungszyklus kann folgen.
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Durch Zugabe des aktivierenden Puers kann abhängig von der Zusammen-
setzung der Puer aufgrund der Stöchiometrie von NCX (3 Na+ : 1 Ca2+)
ein Ein- oder Auswärtsstrom erzeugt werden (INa/Ca). Das Umkehrpotential
des Transporters kann mit ENCX = 3ENa − 2ECa berechnet werden (Bers
und Weber, 2002).
Die Zusammenstellung der Lösungen ist in den nachfolgenden Tabellen zu-
sammengefasst. Um eine denierte Konzentration von freiem Calcium zu er-
halten enthielten alle Puer EGTA. Der Chelator bindet auÿerdem freies Cal-
cium in den Liposomen. In Anwesenheit von EGTA sind die Signalamplituden
um ca. 50% höher.Zur Bestimmung der Calciumaktivität wurde kein Ma-
gnesium verwendet, welches um die Bindungsstellen konkurrieren kann. Bei
Experimenten zur divalenten Inhibition musste auf EGTA verzichtet werden,
welches beispielsweise Cadmium sehr gut bindet und dadurch die Konzen-
trationen der freien Kationen stark verfälscht. Bei Versuchen zur Selektivität
wurden Calcium oder Natrium durch andere Ionen ersetzt.
Calciumaktivierung
Ladepuer Kontrollpuer Aktivierung
30 mM HEPES 30 mM HEPES 30 mM HEPES
1 mM EGTA 1 mM EGTA 1 mM EGTA
4 mM MgCl2 4 mM MgCl2 4 mM MgCl2
140 mM NaCl 280 Sorbitol 280 mM Sorbitol
100 µM CaCl2
Natriumaktivierung
Ladepuer Kontrollpuer Aktivierung
30 mM HEPES 30 mM HEPES 30 mM HEPES
1 mM EGTA 1 mM EGTA 1 mM EGTA
4 mM MgCl2 4 mM MgCl2 4 mM MgCl2
240 mM Sorbitol 180 mM Sorbitol 180 mM Sorbitol
20 mM CaCl2 60 mM CholinCl 50 mM CholinCl
10 mM NaCl
49
2 Methoden
2.11 Datenauswertung
Um schnelle Einzelkanalaktivität auösen zu können, wurden die Patch Clamp
Messungen mit einer Abtastrate von 10 kHz und einem Verstärkungsfaktor
von 5 mV/pA durchgeführt. Analysen zu Einzelkanaleigenschaften wurden
mit der Software Clampt (Molekular Devices) ausgeführt. Dazu wurden die
Daten mithilfe eines Matlab Skripts entsprechend umformatiert.
Die Maxima von Amplitudenhistogrammen wurden durch Approximation
von Gauÿfunktionen mithilfe der Methode der kleinsten Quadrate (Algorith-
mus nach Levenberg-Marquardt) berechnet:
f(I) =
n∑
i=1
Ai
1√
2Πσi
exp(
−(Ii − Ii0)2
2σ2i
) (2.4)
Zur Analyse der Verweilzeiten wurde eine Ereignis-Suche durchgeführt. Die-
se wurde mit der Funktion Single-Channel Search in Clampt ausgeführt,
wobei eine Veränderung der Basislinie um bis zu 10% korrigiert und nur
Veränderungen über 0,1 ms Dauer eingerechnet wurden. Zur Analyse der
Önungskinetiken wurde die Dauer der jeweiligen Zustände gegen deren Häu-
gkeit aufgetragen. Die entstandenen Histogramme wurden durch Exponen-
tialfunktionen approximiert, um die Zeitkonstanten zu erhalten:
f(t) =
n∑
i=1
Aiexp(−
t
τi
) (2.5)
Aus deren Verhältnis lässt sich die Oenwahrscheinlichkeit errechnen:
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Po =
∫
Io∫
Io +
∫
Ic
=
τo
τo + τc
(2.6)
Die Messungen sowie die statistische Auswertung der Leitfähigkeiten in Mit-
oplasten erfolgten blind, die Zuordnung der Mäuse erfolgte erst zu einem
späteren Zeitpunkt. Die Analyse wurde unabhängig von zwei Personen durch-
geführt. Die statische Signikanz der Ergebnisse wurde durch Varianzanalyse
(ANOVA) abgeschätzt.
Die SURFE2R Rohdaten wurden im ASCII Format exportiert, die Analyse
mit IGOR Pro 6 (WaveMetrics, Portland, USA), einem Programm zur wis-
senschaftlichen Datenanalyse und Grakbearbeitung, durchgeführt. Die Am-
plitudenmaxima wurden mithilfe eines integrierten Algorithmus rechnerisch
bestimmt. Für Mittelwerte wurden ausschlieÿlich Daten von unterschiedli-
chen Sensoren verwendet, nie Wiederholungen am gleichen Sensor. Fehler-
balken und -werte repräsentieren immer den Standardfehler.
Anitäts- und Inhibitionskurven wurden durch Hill-Funktionen approximiert
(Formel 2.7).
I(c) =
1
1 + ( cKd )
nH
(2.7)
Kd und IC50-Werte sowie die jeweiligen Fehler wurden aus den individuell
bestimmten Werten verschiedener Experimente berechnet. Die Anzahl der
Experimente wird als N bezeichnet.
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3.1 Identikation von mitoBKCa
3.1.1 Patch Clamp Technik für die innere mitochondriale
Membran
Um zu zeigen, dass das Gen KCNMA1 nicht nur für KCa1.1 aus der Plasma-
membran, sondern auch für mitoBKCa kodiert, wurden die kardialen Mito-
chondrien von wild-typ und KCNMA1 knock-out Mäusen in Bezug auf ihre
elektrophysiologischen Eigenschaften zu verglichen. Dabei lag der Fokus auf
Identizierung und Charakterisierung des putativen mitoBKCa. Dazu wur-
den Mitoplasten erzeugt und auf einem planaren Patch Clamp Setup unter-
sucht.
Zur Etablierung der Patch Clamp Messung wurde die Methodik auf Mito-
plasten aus HEK293 Zellen angewendet. Mithilfe eines speziell entwickelten
automatisierten Protokolls (Kap. 2.8.1), das Spannung und Druck steuert und
bei Verwendung von Patch Clamp Chips mit einer Apertur von unter einem
Mikrometer, gelang es ezient, die ca. 5 µm groÿen Mitoplasten zu positio-
nieren und einen hochohmigen Sealwiderstand zu etablieren. Die Ausbildung
des Sealwiederstandes erfolgte zügig und konnte durch die Zugabe einer cal-
ciumhaltigen Lösung (30 mM) und das Anlegen eines negativen elektrischen
Potentials bis zu -130 mV unterstützt werden.
Bei Verwendung physiologischer Salzlösungen kann eine Mischung aus ma-
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kroskopischen und einer Vielzahl von Einzelkanalströmen beobachtet werden,
wobei die Stromamplitude nicht linear mit positivem Potential ansteigt (Abb.
3.1). Ein groÿer Anteil des makroskopischen Ionenstroms konnte auf eine
Chloridleitfähigkeit zurückgeführt werden. Bei Verwendung einer externen
Agar-Salzbrücke wurde der Chloridgehalt der externe Elektrolytlösung bei
gleichbleibendem Elektrodenpotential variiert. In chloridfreier Lösung konnte
ein Groÿteil des makroskopischen Stroms unterdrückt werden. Bei positivem
Potential strömt also Chlorid, getrieben vom elektrochemischen Gradienten,
in das Mitochondrium ein und verursacht dadurch einen Stromuss mit po-
sitivem Vorzeichen. Als Hauptquelle des endogenen mitochondrialen Chlo-
ridstroms konnte der Anionenkanal IMAC (Inner Mitochondrial Anion Con-
ductance) identiziert werden. IMAC ist der erste in der IMM identizierte
Ionenkanal und ist daher verhältnismäÿig gut beschrieben (Szabo und Zorat-
ti, 2014). Der beobachtete Chloridstrom wurde durch die Applikation von
Propranolol inhibiert, dessen betarezeptorunabhängige Wirkung auf IMAC
bekannt ist (Powers und Beavis, 1991). Auÿerdem wurde eine ebenfalls pro-
pranololsensitive Einzelkanalaktivität von ca. 100 pS beobachtet (Abb. 3.2).
Diese Leitfähigkeit entspricht gut der publizierten IMAC-Leitfähigkeit von
108 pS (Borecky u. a., 1997).
Zur Gewinnung von Mitoplasten aus dem Herzmuskel wurden durch enzyma-
tischen Verdau zunächst vitale Kardiomyozyten aus Mäuseherzen gewonnen.
Diese wurden dann nach dem bereits etabliertem Protokoll mit minimalen
Anpassungen weiterverarbeitet zu Mitoplasten. Die Qualität der erzeugten
Mitoplastenpräparation wurde optisch geprüft. Dazu wurde die Präparation
verdünnt und mittels Poly-L-Lysin an Objektträger adhäriert. Die Mitoplas-
ten wurden vorher mit MitoTracker Red (Life Technologies) eingefärbt. Die
Konfokalaufnahmen zeigen die Anwesenheit von Mitochondrien sowie Mito-
plasten. Die Mitoplasten haben eine Gröÿe von 2-5 µM , oft ist die äuÿere
Membran als sogenannte Cap noch mit dem Mitoplasten verbunden (Abb.
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Abbildung 3.1: Charakteristische Ströme in Mitoplasten aus HEK293 Zellen in
NaCl, KCl und CaCl2 haltiger Salzlösung. A: Repräsentative Stromantwort auf ei-
ne Spannungsrampe. Einzelkanalströme sind auf einen makroskopischen Stromuss
aufgeprägt. Im Bereich positiven Potentials nimmt sowohl die Önungswahrschein-
lichkeit der Einzelkanäle als auch der makroskopische Strom nichtlinear zu. Das
Umkehrpotential bendet sich im Bereich von 0 mV . B: Durchschnittliche Strom-
amplitude bei 100 mV und -100 mV . C: Verschiedene Einzelkanal Aktivitäten in
nativen Mitoplasten. Kanalönung einzelner Proteine bei +80 mV .
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Abbildung 3.2: Chloridströme in HEK293 Mitoplasten. A: Variation der Chlorid-
konzentration der externen Salzlösung. Als Ersatzanion dient MSA (Methansolfon-
säure), das Elektrodenpotential wird durch eine Agarbrücke mit 3 M KCl konstant
gehalten. Es kann eine deutliche Reduktion des Ionenstroms im Bereich positiven
Potentials, sowie eine Verschiebung des Umkehrpotentials nach rechts beobachtet
werden. B: Quantizierung des durchschnittlichen Chloridstroms bei 100 mV . C:
Ein makroskopischer Ionenstrom mit aufgeprägten Einzelkanalönungen bei +80
mV kann durch Zugabe von Propranolol signikant inhibiert werden. D: Vergrö-
ÿerte Ansicht der Einzelkanalaktivität. Der Kanal zeigt eine Leitfähigkeit von ca.
100 pS bei +80 mV .
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Abbildung 3.3: Mitoplastenpräparation aus murinen Kardiomyocyten, Konfoka-
laufnahme, Färbung mit MitoTracker Red. Nach Verdünnung 1:100, Fixierung an
Objektträger durch Poly-L-Lysin. Es ist eine Mischung aus Mitochondrien und
Mitoplasten zu erkennen, Mitoplasten sind mit einem Pfeil markiert. Zelltrümmer
nden sich nicht mehr. Links sind zwei individuelle Mitoplasten unterschiedlicher
Gröÿe dargestellt. Die OMM ist an der gröÿeren Helligkeit erkennbar, sie ist noch
als sogenannte Cap mit dem Mitoplasten verbunden.
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3.3) . Dieses Erscheinungsbild entspricht publizierten Beschreibungen (Kiri-
chok u. a., 2004).
3.1.2 Patch Clamp Technik für die äuÿere mitochondriale
Membran
Da in der Mitoplastenpräparation noch intakte Mitochondrien vorhanden
sind, und OMM auch als Cap mit der IMM verbunden ist, wurden zur
Abgrenzung der elektrophysiologsichen Charakteristik von IMM und OMM
einige qualitative Experimente an der OMM durchgeführt. Dazu wurden in-
takte Mitochondrien während der Liposomenbildung durch Elektroformation
zu den Lipiden gegeben. Damit wurde erreicht, dass einige Mitochondrien in
die sich bildende Lipiddoppelschicht integriert werden. Aus den Liposomen
wurden durch Spreading Bilayer generiert, in welchen Einzelkanalaktivitäten
beobachtet werden können (Abb. 3.4). In typischer physiologischer Lösung
(Ringer) konnten sehr charakteristische Leitfähigkeiten beobachtet werden,
die sich deutlich von der Aktivität der Mitoplasten unterschieden. Neben
der Önung sehr groÿer Poren wurde Aktivität eines spannungssensitiven,
nichtselektiven, Kanals mit hoher Leitfähigkeit und Aktivität zwischen ca
-40 und 40 mV beobachtet. Diese Charakteristik ist typisch für VDAC (Vol-
tage Dependent Anion Conductance), ein gut beschriebenes Porin der OMM
(Blachly-Dyson und Forte, 2001).
3.1.3 Identizierung von mitoBKCa
Die Vorversuche an Mitoplasten aus HEK293 Zellen hatten gezeigt, dass groÿe
und vielfältige endogene Ionenströme in der IMM existieren. Es mussten da-
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Abbildung 3.4: Typische Aktivitäten in OMM. Ganze Mitochondrien wurden in
Bilayer integriert, die Kanalaktivität in üblichen physiologischen Puern beobach-
tet. A: Önung von hohen Leitfähigkeiten, möglicherweise Poren. B. Aktivität eines
spannungssensitiven, nichtselektiven Kanals mit hoher Leitfähigkeit und Aktivität
zwischen ca -40 und 40 mV . Diese Charakteristik ist typisch für VDAC. Eine ne-
gative Stromamplitude entspricht einem Einwärtsstrom positiver Ladungsträger.
her spezische Bedingungen geschaen werden, die die Isolation eines poten-
tiellen mitoBKCa-Stromes ermöglichen. In den Elektrolytlösungen wurde auf
alle Kationen auÿer Kalium verzichtet, die Osmolarität wurde durch Sorbitol
im physiologischen Bereich gehalten. Chlorid konnte durch Glukonat substi-
tuiert werden. Die Funktionsfähigkeit der externen Silberchloridelektroden
mit konstantem Elektrodenpotential ermöglichte eine Agar-Salz-Brücke, in-
tern wurde eine minimale Menge Chlorid verwendet (10 mM). Zur Aktivie-
rung von mitoBKCa wurde der externen Lösung (entsprich dem Zelllumen)
1 mM Calciumgluconat zugesetzt. Unter diesen Bedingungen kann bei po-
sitivem Potential (intern) ausschlieÿlich ein Kaliumausstrom auftreten. Zur
weiteren Reduktion potentiell auftretender Leitfähigkeiten wurden bekannte
Inhibitoren mitochondrialer Ionenkanäle und Poren eingesetzt. Zur Aktivie-
rung von mitoBKCa wurde ein positives Potential von 80 mV appliziert. Da
keine oder nur eine geringe Exprimierung von mitoBKCa in HEK293 Mito-
chondrien zu erwarten ist, wurden zur Identikation von mitoBKCa Mito-
plasten aus Myocardzellen von wild-typ Mäusen (BK+/+) verwendet.
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Unter den beschriebenen Bedingungen traten keine groÿen makroskopischen
Ströme mehr auf, sondern es wurden ausschlieÿlich Einzelkanalaktivitäten
auf einem konstanten Hintergrundstrom von 10 bis 100 pA beobachtet. Auch
die Anzahl der unterschiedlichen auftretenden Leitfähigkeiten wurde deutlich
reduziert. Trotz der restriktiven Bedingung traten aber noch immer mehrere
verschiedene Leitfähigkeiten auf. Zeitgleiches Auftreten verschiedener Leitfä-
higkeiten, sowie mehrfache Kanalönungen waren sehr selten. Phasen voll-
ständiger Inaktivität konnten jedoch öfter beobachtet werden. Zur genaueren
Charakterisierung der auftretenden Leitfähigkeiten mussten daher lange Zei-
tintervalle analysiert werden. Dies wurde ermöglicht durch Verwendung eines
repetitiven Spannungsprotokolls, bei dem Aktivierungsphasen auf 80mV mit
Regenerationspausen bei -50 mV alternieren. Auf diese Weise blieb der Seal-
widerstand für mindestens 10 Minuten stabil.
Aufgrund der gewählten Bedingungen muss es sich bei den auftretenden Leit-
fähigkeiten um Kaliumströme handeln, welche entweder durch kaliumspezi-
sche oder unspezische Kanäle erzeugt werden. Es konnten insgesamt vier
unterschiedlich groÿe Leitfähigkeiten identiziert werden. Diese betrugen bei
80 mV 60 pS, 120 pS, 190 pS und ca. 370 pS (Abb. 3.5). Die Leitfähig-
keit von ca. 370 pS zeigte die gröÿte Streuung bezüglich der Amplitude des
Ionenstroms.
Die beschriebenen Eigenschaften von KCa1.1 aus der Plasmamembran sind
eine selektive Kaliumleitfähigkeit von 150 bis 300 pS sowie Aktivität bei
positivem Potential in Anwesenheit von Calcium im niedrigen mikromolaren
Bereich. Diese Eigenschaften treen auf die beobachtete Leitfähigkeit von 190
pS zu, weshalb sie potentiell durch den gesuchten Kanal mitoBKCa erzeugt
werden könnte.
Um die Hypothese zu bestätigen, dass es sich bei der 190 pS Leitfähigkeit um
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Abbildung 3.5: Beobachtete Einzelkanalleitfähigkeiten in Mitoplasten. Salzlösun-
gen und Potential sind so gewählt, dass ausschlieÿlich Kaliumströme auftreten kön-
nen, bekannte Inhibitoren mitochondrialer Kanäle wurden eingesetzt. Es traten
Leitfähigkeiten der Gröÿe 60, 120, 190 und 370 pS auf. Der geönete Zustand ist
jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet. A: Repräsentative Aufnahmen der Leit-
fähigkeiten in wild-typ Mäusen. Links sind die aus dem Amplitudenhistogramm
berechnete Leitfähigkeit sowie das Histogramm selbst dargestellt. B: Repräsentati-
ve Daten aus BK -/- Mäusen. Die Leitfähigkeit 190 pS trat hier nicht auf.
mitoBKCa handelt, wurde das Auftreten der vier Leitfähigkeiten in BK+/+
und BK −/− statistisch analysiert und verglichen. Zudem wurde der Ein-
uss des BK-Aktivators NS11021 sowie des -Inhibitors Paxillin auf die 190
pS Leitfähigkeit untersucht. Analysiert wurden pro Mitoplast je 9 Minuten
Messzeit mit obenstehend beschriebenem Spannungsportokoll. Jedes Expe-
riment wurde in drei Phasen von je drei Minuten Dauer unterteilt. Nach
einer Kontrollphase wurde der BK-Aktivator NS11021 zugegeben, nach wei-
teren drei Minuten der Inhibitor Paxillin. Bei Einbezug der gesamten Mess-
zeit zeigte sich deutlich, dass der Kaliumkanal mit Leitfähigkeit 190 pS bei
BK−/− Mäusen nicht auftrat. Die Leitfähigkeit 120 pS trat unverändert mit
einer Wahrscheinlichkeit von ca. 80% auf, bei der Leitfähigkeit 60 pS war
eine deutliche Steigerung von 35% auf 70% zu beobachten. Die statistische
Analyse der drei Messphasen (Kontrolle/NS11021/Paxillin) zeigte, dass die
Häugkeit des Auftretens von 190 pS in Anwesenheit von NS11021 signikant
steigt und durch Paxillin sinkt (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: Statistische Analyse der Auftrittswahrscheinlichkeit der vier iden-
tizierten Leitfähigkeiten in Mitoplasten. A: Vergleich der vier Leitfähigkeiten in
BK+/+ und BK−/−. 60 pS tritt in BK−/− signikant häuger auf, 120 pS ist
identisch, 190 pS tritt in BK−/− nicht auf. 370 pS tritt zu selten auf, um eine
signikante Aussage zu treen. B: Detailanalyse der Leitfähigkeit 190 pS unter ver-
schiedenen Bedingungen. NS11021 erhöht die Auftrittswahrscheinlichkeit um mehr
als 10%, Paxillin senkt sie um über 20%. C: Statistik zu den Messungen.
Die Abwesenheit der 190 pS Leitfähigkeit in BK−/− Mäusen sowie die Re-
aktionen auf NS11021 und Paxillin unterstützen die Hypothese, dass es sich
hierbei um den mitochondrialen Kaliumkanal mitoBKCa handelt. Die Einzel-
kanalcharakteristik des Kanals während aktiver Phasen wurde daher genauer
analysiert (Abb. 3.7). Die Berechnung der Leitfähigkeit wurde durch die Idea-
lisierung der Amplituden-Verteilung mithilfe einer Gauÿfunktion verbessert.
Es ergab sich einen Wert von 192 pS bei 80 mV . Diese Berechnung wurde
bei unterschiedlichen Potentialen durchgeführt und zeigte ein lineares Strom-
Spannungs-Verhältnis im Bereich von 20 bis 100 mV mit einer Steigung von
190 pS. Durch Analyse der Önungsdauer konnten die Zeitkonstanten τ der
Verweilzeiten im oenen und geschlossenen Zustand bestimmt werden. Diese
betrugen 2,45 ms für den geschlossenen bzw. 9,23 ms für geöneten Zu-
stand. Dabei bezeichnet τ den Kehrwert der Zeitkonstanten k. ko beschreibt
die Übergangsgeschwindigkeit vom geschlossenen in den oenen Zustand, kc
entsprechend vom oenen in den geschlossenen.
61
3 Ergebnisse
20
15
10
5
0
Ei
nz
el
ka
na
l A
m
pl
itu
de
 (p
A
)
100806040200
Potential (mV)
100
80
60
40
20
0
5040302010
Verweilzeit (ms)
100
80
60
40
20
0
5040302010
τclosed= 2.45 ms τopen= 9.23 ms
= 190 pS
500
400
300
200
100
0
Ev
en
ts
 (N
)
3020100
Amplitude (pA)
G(80mV) = 192 pS
Ev
en
ts
 (N
)
Ev
en
ts
 (N
)
Verweilzeit (ms)
A B
C D
Abbildung 3.7: Detailanalyse der Einzelkanalcharakteristika von mitoBKCa in
Phasen von Kanalaktivität. A: Berechnung der Leitfähigkeit bei 80 mV . Das Am-
plitudenhistogramm der Stromspur wird durch Gauÿverteilungen approximiert und
aus der Dierenz der Maxima die Amplitude der Einzelkanalleitfähigkeit errechnet.
B: Berechnung der Leitfähigkeit bei unterschiedlichen Potentialen zeigt einen linea-
ren Zusammenhang mit einer Steigung von 190 pS. C+D: Berechnung der Verweil-
zeiten des geschlossenen (C) und oenen (D) Zustandes ergeben Zeitkonstanten von
2,45 und 9,23 ms. Daraus errechnet sich eine Wahrscheinlichkeit von 0,79, dass der
Kanal sich bei 80 mV im oenen Zustand bendet.
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3.2 Bakterielle mechanosensitve Ionenkanäle
3.2.1 McsL in künstlichen Bilayermembranen
Um neue Methodiken für die elektrophysiologische Untersuchung bakteriel-
ler mechanosensitiver Ionenkanäle zu etablieren, wurde zunächst ein Ansatz
verfolgt, der künstliche Bilayermembranen nutzen soll. Weil dies auf konven-
tionellen Bilayersetups nicht möglich ist, wurden lösungsmittelfreie Bilayer-
membranen durch Spreading auf einem Patch Clamp Chip erzeugt.
In Detergenz gelöstes MscL aus E. coli wurde in GUVs rekonstituiert (Kap.
2.6). Die proteinhaltigen GUVs wurden auf einen Patch Clamp Chip mit
dem Widerstand 3-5 MΩ, entsprechend eine Apertur von ca. 1 µm, gegeben
und mit sehr leichtem Unterdruck ein individueller Vesikel angesaugt, der,
sobald er in Kontakt mit der Glasoberäche kommt, aufplatzt und eine Lipid
Doppelschicht bildet. Die externe Salzlösung wurde ausgetauscht, sobald sich
ein stabiles Bilayer mit einem elektrischen Widerstand von 5-20 GΩ gebildet
hat, um spontane Integrationen weiterer GUVs in das bestehende Bilayer
zu verhindern, da dies zu Unstabilität und Schwankungen des Osetstroms
führt.
Anschlieÿend wurde, entweder manuell oder automatisiert, ein ansteigender
negativer Druck appliziert, bis Kanalaktivität auftrat. Es konnte ab ca. 90
mBar Einzelkanal Aktivität mit typischer MscL-Charakteristik beobachtet
werden (Abb. 3.8). Die Kanalönungen hatten eine Amplitude von ca. 60 pA
bei einer Spannung von 20mV , eine schnelle Kinetik und zeigten ausschlieÿ-
lich eine ohmsche Abhängigkeit vom angelegten Potential.
Zur detaillierteren Charakterisierung der Leitfähigkeit wurde ein spezielles
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Abbildung 3.8: Typische Aktivität von MscL, gemessen in einem künstlichen
Bilayer auf einem planaren Patch Clamp System. A: Aktivität bei 20 mV und -100
mBar. Die Zustände geschlossen (c) und oen (o1 und o2) sind markiert. B:
Spannungsrampe von -50 bis 50 mV bei -100 mBar. MscL zeigt eine rein ohmsche
Spannungsabhängigkeit. Bis zu fünf Kanäle sind gleichzeitig im oenen Zustand.
Messprotokoll verwendet, welches Druck und Potential autonom steuert. Da-
bei wird der Druck schrittweise von -30 mBar (-22 mmHg) bis zu 160 mBar
(120 mmHg) erhöht. MscL Kanalaktivitäten traten ab 70 mmHg (90 mBar)
auf, in der Regel konnten ein bis vier Kanäle beobachtet werden. In 350 mM
KCl auf beiden Seiten und bei einer Membranspannung von 20 mV , wur-
de eine Einzelkanalleitfähigkeit von 3,6 nS bestimmt. Die Wahrscheinlichkeit
der Kanalönung abhängig vom Druck wurde mithilfe einer Bolzmannver-
teilung bestimmt (Hamill und Martinac, 2001). P1/2 ist der Punkt auf der
Funktion, an dem MscL 50% der Zeit geönet ist. Dieser Wert wurde bei
77,5 ± 2,7 mBar (103,3 mmHg) erreicht. Für die Drucksensitivität, die als
der Kehrwert der Steigung der Bolzmannfunktion (1/a) deniert ist, ergab
sich ein Wert von 4,78 ± 1,34 mBar pro e-fachem Anstieg der Önungswahr-
scheinlichkeit. Dies stimmt mit publizierten Werten überein (Hase u. a., 1995;
Cruickshank u. a., 1997). Die Verteilung der Verweilzeit im oenen Zustand
wurde durch eine logarithmische Wahrscheinlichkeitsfunktion mit drei Ter-
men beschrieben, dabei ergaben sich Zeitkonstanten von 4,3 und 16,8 sowie
eine < 1 (Abb. 3.9).
Die erhobenen Daten zeigen, dass diese Form künstlicher Lipid Bilayer stabil
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Abbildung 3.9: MscL in Bilayern, gemessen auf einem planaren Patch Clamp Sys-
tem. A: Individuelle Einzelkanalströme. Oben dargestellt sind verschiedene Mess-
phasen bei variierendem Unterdruck, unten ein vergröÿerter Ausschnitt bei 67 mm-
Hg. B: Berechnung der Önungswahrscheinlichkeiten bei variierendem Druck und
anschlieÿende Approximation durch eine Bolzmannfunktion zeigen die Druckab-
hängigkeit des Ionenkanals. Es ergibt sich eine Önungswahrscheinlichkeit von 50%
bei 77,5 mmHg. C: Analyse der Verweilzeit im oenen Zustand. Aufgetragen ist
der Logarithmus der Önungsdauer gegen die Wurzel der Anzahl der Ereignisse.
In dieser üblichen Darstellungsart ist erkennbar, dass es zwei Hauptmaxima bei 4,3
und 16,8 ms gibt.
genug ist, um mechanosensitive Ströme zu stimulieren. MscL zeigt auÿerdem
in dem künstlichen System eine physiologisch sinnvolle Charakteristik. Um
die Daten weiter zu validieren, wurden vergleichbare Messungen an einem
konventionellen Patch Clamp Aufbau von der Universität Groningen durch-
geführt. An konventionellen Aufbauten können keine klassischen Bilayer un-
tersucht werden, jedoch ist es möglich, Lipidvesikel mit einer Patch Pipette,
ähnlich wie nicht adhärente Zellen, zu xieren. Es kann anschlieÿend eine
Art inside out Konguration etabliert werden. Diese Methodik erfordert
viel Geschick, ist jedoch der hier entwickelten am ähnlichsten und daher als
Vergleich geeignet. Die elektrolytischen Salzlösungen mussten für diese Ex-
perimente anders gewählt werden, da hier eine gröÿere Menge zweiwertiger
Kationen notwendig ist, um stabile Sealwiderstände zu erhalten. Es wurden
die gleichen Versuche durchgeführt wie bereits am planaren System, jedoch
kann hier kein automatisiertes Druckprotokoll angewendet werden, sondern
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der Druck wird manuell eingestellt. Wegen der dadurch entstehenden Abwei-
chung ergibt sich ein Fehler in X-Richtung. Typische Sealwiderstände reichen
hier von 2 bis 5 GΩ, MscL wird aktiv ab ca. 90 mmHg. Es wurde eine Leit-
fähigkeit von 3,2 nS in Anwesenheit von 200 mM KCl, 90 mM MgCl2 und
10 mM CaCl2 auf beiden Seiten beobachtet. P1/2 betrug 104,8 ± 0,3 mmHg,
die Drucksensitivität 5,3 ± 1,29 mmHg (Abb. 3.10). Diese Charakteristika
haben eine hohe Ähnlichkeit mit den zuvor bestimmten Werten.
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Abbildung 3.10: MscL in Liposomen, gemessen an einem konventionellen Patch
Clamp Aufbau. A: Repräsentative Aufnahme von Einzelkanalaktivität bei 105 mm-
Hg. B: Önungswascheinlichkeit als Funktion des applizierten Drucks, P1/2 betrug
104,8 ± 0,3 mmHg C: Analyse der Verweilzeit im oenen Zustand.
3.2.2 Endogene Ionenströme in Sphäroplasten
Die Messungen von MscL in künstlichen Bilayern konnten zeigen, dass die
Aktivierung mechanosensitiver Ionenkanäle auf einem planaren Patch Clamp
Aufbau vergleichbar ist mit konventionellen Patch Clamp Setups. Aufbauend
darauf wurde untersucht, ob eine ähnliche Methodik bei nativer bakteriel-
ler Membran angewendet werden kann. Dazu wurden Sphäroplasten aus der
inneren Membran von E. coli generiert und diese elektrophysiologisch, mit
besonderem Augenmerk auf die mechanosensitiven Kanäle MscS und MscL,
untersucht.
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Durch Adaption bekannter Protokolle gelang die Präparation von Sphäro-
plasten aus E. coli (Abb. 3.11). Das kritische Längenwachstum durch Ce-
falexin zeigte sich stark abhängig von Alter und Bakterienstamm sowie der
Wachstumsphase. Unter idealen Bedingungen konnte innerhalb einer Stun-
de eine Länge von ca. 50 µm erreicht werden. Durch längere Lagerung bei
4◦C, sowie einer Behandlungsdauer von über einer Stunde, ging die Wirksam-
keit verloren und es bildeten sich wieder einzelne Bakterienzellen. Auch der
Verdau der Zellwand durch Lysozym stellte sich als sehr anfällig gegenüber
bestimmten Faktoren heraus. Alter, Wachstumsphase und Dichte der Kultur
sowie einige notwendige anwesende Chemikalien hatten einen wesentlichen
Einuss. Daraus ergeben sich auch einige nachteilige Wechselwirkungen. So
ist beispielsweise sowohl die Wirksamkeit von Cefalexin als auch von Ly-
sozym in der frühen exponentiellen Wachstumsphase am höchsten. Ist eine
Induktion des zu exprimierenden Produkts notwendig, verschiebt sich die Ly-
sozymbehandlung im zeitlichen Ablauf noch weiter nach hinten und ist nur
noch wenig eektiv. Weiterhin besteht eine Wechselwirkung zwischen DNase,
die notwendig ist, um eine Verklumpung der Präparation durch austretende
DNA zu verhindern, und Lysozym. Zu hohe Konzentrationen der DNase in-
hibieren die Wirkung von Lysozym, ein Optimales Verhältnis muss gefunden
werden. Es zeigte sich jedoch auch eine starke Abhängigkeit der Cefalexin-
und Verdau-Phase vom exprimierten Produkt. Das heiÿt für jeden Anwen-
dungsfall muss die Optimierung des Präparationsprotokolls erneuert werden.
Die Qualität der Präparation wurde durch Phasenkontrast-Mikroskopie er-
mittelt. Hier konnte beobachtet werden, dass die Bakterien durch Cefalexin
bis zu 50 µm lang werden können und anschlieÿend nach dem Verdau der
Zellwand Sphäroplasten von ca 2 bis 5 µm Durchmesser bilden.
Ein Protokoll zum Positionieren der Sphäroplasten auf dem Patch Clamp
Chip und etablieren des Seal Widerstandes wurde entwickelt, wobei vor al-
lem eine geeignete Verdünnung der viskosen Präparation sowie das sofor-
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Abbildung 3.11: Präparation von Sphäroplasten aus E. coli. A: Sphäroplasten
nach Verdau der Zellwand zwischen 2 und 5 µM Durchmesser. B: Filamente aus
E. coli, erzeugt durch 1-stündige Cephalexinbehandlung.
tige Nachlassen des Ansaugdrucks nach Fixierung eines Sphäroplasten ent-
scheidend waren. Im Gegensatz zu Mitoplasten musste das Haltepotential im
moderaten negativen Bereich gewählt werden, zu negative Potentiale verur-
sachten starke Fluktuationen des Basisstroms bis hin zum Kollabieren des
Sealwiderstandes. Unter diesen Bedingungen konnten stabile Sealwiderstän-
de von 800 MΩ bis 1 GΩ etabliert werden, die für ca. 10 Minuten stabil
waren. Die Kapazitäten bewegten sich, wie bei Mitoplasten, im Bereich von
1 pF .
Es wurden zunächst endogene Ionenströme aufgezeichnet (Abb. 3.12). Dabei
zeigte sich ein auälliges, rektizierendes Strom-Spannungs Verhalten. Bei
positivem Potential ist eine hohe Stromamplitude von bis zu mehreren Na-
noampere zu beobachten. Wegen der verwendeten gemischten Salzlösungen
kann es sich dabei um einen Chlorideinstrom, einen Kalium- oder unspezi-
schen Kationenausstrom handeln.
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Abbildung 3.12: Endogene Ionenströme in Sphäroplasten. Es wird ein typischer
rektizierender Ionenstrom bei positivem Potential beobachtet.
3.2.3 Mechanosensitive Ionenströme in Sphäroplasten
E. coli besitzt mehrere endogene mechanosensitive Ionenkanäle, darunter
MscS und MscL. Der verwendete E. coli Stamm besitzt kein natives MscL,
MscS ist jedoch vorhanden. MscL wird in den Modellorganismus wieder
künstlich eingebaut, um eine höhere Expressionsrate zu erreichen und, Mu-
tanten des Kanals untersuchen zu können. MscS wird bereits bei niedrigem
Druck aktiv, inaktiviert aber bei längerem Anhalten des Drucks, MscL wird
erst bei hohen Membranspannungen aktiv.
Sowohl MscS als auch MscL konnten in den Sphäroplasten beobachtet wer-
den. Bei langsamer Verstärkung des negativen Drucks zeigt sich eine charak-
teristische Abfolge: Nachdem zuerst keine Kanalaktivitäten vorhanden sind,
zeigen sich ab ca. -50 mBar die ersten MscS Aktivitäten. Bei weiterer Ver-
stärkung des Drucks wird MscS zunächst aktiver, aber schlieÿlich durch den
anhaltenden Druck inaktiviert. Wird der Druck noch weiter erhöht, zeigt
auch MscL Aktivität. Um die MscL Aktivität charakterisieren zu können,
muss MscS vollständig inaktiviert sein, sonst ist keine statistische Analyse
möglich (Abb. 3.13)
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Abbildung 3.13: Die verschiedenen typischen Phasen bei stufenweiser Erhöhung
des Drucks auf einen Sphäroplasten anhand eines individuellen Beispiels. Ab -50
mBar zeigt sich erste Aktivität von MscS, die sich steigert bis -100 mBar. Bei diesem
Druck sind hier schlieÿlich mindestens 7 Proteine zugleich aktiv, welche dann aber
langsam inaktivieren. Bei 120 mBar wir MscL aktiv.
Der native MscS Kanal zeigte unter den gewählten Bedingungen eine Leit-
fähigkeit von 0,8 nS, die mittlere Verweilzeit der oenen Zustände bewegen
sich im Rahmen von über 10 ms (Abb. 3.14). Relevant für die Untersuchung
des heterogen exprimierten MscL ist vor allem die Inaktivierung von MscS.
Dies geschieht ab ca. 90 mBar und dauert oft mehrere Minuten.
35
30
25
20
15
10
5
0
E
ve
n
ts
 x
10
2
-50 -40 -30 -20 -10 0
Amplitude [pA]1 s 
 2
0 
p
A
 
 
1 2 3
Verweilzeit [s]
c
o1
o2
A B C
Abbildung 3.14: Charakteristik von nativem MscS. A: Rohströme aus E. coli
Sphäroplasten. B: Amplitudenhistogramm zeigt vier verschiedene Niveaus, die ver-
mutlich vier oenen Proteinen entsprechen. C: Analyse der Verweilzeit in verschie-
denen Niveaus. MscS zeigt eine langsame Charakteristik, die Verweilzeiten liegen
im Sekundenbereich.
Nach Inaktivierung von MscS konnte MscL wie in Bilyern charakterisiert
werden. Als wichtiger Vergleichswert, der von der Gröÿe und Geometrie des
Systems unabhängig ist, dient das Verhältnis zwischen Aktivierungsdruck
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von MscS und MscL, welches hier 1,8 ± 0,4 betrug. Dies ist ein Wert im
typischen Bereich. Die Leitfähigkeit von MscL betrug unter den gewählten
Bedingungen 3,2 nS, P1/2 106,6 ± 6 mmHg, die Drucksensitivität 4,81 ±
2,34. Auÿerdem wurde die Kinetik wie zuvor durch Analyse der Verweilzeiten
untersucht (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: MscL in Sphäroplasten aus E. coli. A: Repräsentative Aufnahme
von Einzelkanalaktivität bei unterschiedlichem Druck, im unteren Ausschnitt eine
vergröÿerte Darstellung B: Önungswahrscheinlichkeit als Funktion des applizier-
ten Drucks, P1/2 betrug 106,6 ± 6 mmHg C: Analyse der Verweilzeit im oenen
Zustand.
Wie bei der Arbeit mit isoliertem Protein standen auch hier wieder Daten
zum Vergleich zur Verfügung, die an einem konventionellen System von der
Universität Groningen erhoben wurden. Hier wurde ein Verhältnis des Akti-
vierungsdruckes von 1,5 ± 0,2 berechnet. Die Leitfähigkeit von MscS betrug
1 nS, von MscL 3,5 nS. Bei einem Druck von 97,3 ± 0,4 mmHg war MscL zu
50% aktiv, und die Drucksensitivität lag bei 6,4 ± 2,7 mmHg. Ebenso wurde
die Kinetik analysiert und die Zeitkonstanten berechnet (Abb. 3.16).
71
3 Ergebnisse
5 s
10
0 
pA
0.5 s 1 < 12 = 8.2 +/-  0.2
3 = 40.9 +/- 0.5
1
0
2
3
0.6 1.2 1.80-0.6-1.2
A B C
MscS
MscL
10
0 
pA
Log Verweilzeit (ms)Negativer Druck (mmHg)
120100806040200
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
Ö
ff
nu
ng
s-
W
ah
rs
ch
ei
nl
ic
hk
ei
t
E
ve
nt
s 
(√
N
)
Abbildung 3.16: MscL Aktivität in Sphäroplasten, gemessen an einem konven-
tionellen Patch Clamp System. A: Repräsentative Aufnahme von Einzelkanalakti-
vität bei unterschiedlichem Druck, im unteren Ausschnitt eine vergröÿerte Darstel-
lung des MscL Stroms B: Önungswahrscheinlichkeit als Funktion des applizierten
Drucks, P1/2 beträgt 97,3 ± 0,4 mmHg C: Analyse der Verweilzeit im oenen Zu-
stand.
3.3 Charakterisierung von NCX_Mj
3.3.1 Etablierung der Methode
Um eine detaillierte elektrophysiologsiche Charakterisierung der prokaryoti-
schen NCX Isoform NCX_Mj zu ermöglichen, wurde eine SSM basierte Me-
thode etabliert. Dazu wurde zunächst ein Verfahren entwickelt, um isoliertes
NCX_Mj Protein aus E. coli in unilammelare Lipidvesikel zu rekonstitu-
ieren. Diese wurden dann auf einer SSM (DPhPC auf Gold) immobilisiert.
Dieser Sensor, also die Goldelektrode mit der SSM und den darauf adhä-
rierten NCX-Liposomen, wurde in das Perfusionssystem des SURFE2R N1
Gerätes integriert, das den schnellen und automatisierten Austausch von ver-
schiedenen extraliposomalen Puern in einem kontinuierlichen Volumenstrom
ermöglicht.
Zur Aktivierung des NCX_Mj Stroms INa/Ca wurden zwei unterschiedli-
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che Modi entwickelt. Zunächst wurde INa/Ca als Auswärtsstrom mithilfe ei-
nes nach auÿen zeigenden Natriumgradienten aktiviert. Der Gradient wurde
durch Beladung der Vesikel während der Sensorpräparation mit 140 mM
Natrium erzeugt. Im weiteren Verlauf des Experiments waren die externen
Puer natriumfrei. Als Trigger zur synchronisierten Aktivierung von INa/Ca
wurde ein Puer mit 100 µM freiem Calcium zugegeben. Die Anwesenheit
von Calcium auf der externen Seite der Natrium-gefüllten Vesikel erzeugt
ein transientes negatives Stromsignal, wie in Abbildung 3.17 dargestellt. Die-
ses entsteht aufgrund der negativen Netto-Ladung, die durch den elektroge-
nen Transport von Calicum und Natrium in den Vesikeln aufgebaut wird.
Da die Zusammensetzung des externen, calciumhaltigen Puers gut varriiert
werden kann, eignet sich dieser Modus zur Studie der Calciumanität und
-selektivität.
Um die Natriumanität und -selektivität zu untersuchen, musste der Assay
invertiert werden, also Natrium als Trigger von INa/Ca dienen (Abb. 3.18).
Um dies zu erreichen, wurden die Sensoren mit einem calciumhaltigen (20
mM), natriumfreien Puer beladen. Die Aktivierung von NCX erfolgte mit
der Zugabe von 10 mMNatrium auf der externen Seite. Durch die Natrium-
zugabe wird eine relativ hohe Veränderung der Osmolarität und Ionenstärke
verursacht. Um dies zu kompensieren, enthielt der Kontrollpuer 10 mM
Cholinchlorid zur Substitution. Weitere 50 mM Cholinchlorid, sowohl im
Kontrollpuer als auch im aktivierenden Puer, halfen einen noch stabileren
Basisstrom zu erzeugen. Da nun durch den Transportvorgang eine positive
Nettoladung entsteht, zeigt der Signalstrom in positive Richtung.
Die Reproduzierbarkeit und Ezienz der Methode wurden statistisch analy-
siert. Die Variation der Stromamplitude zwischen verschiedenen Rekonstituti-
onsansätzen war gering: Bei Mittelung der maximalen INa/Ca-Amplitude von
10 Rekonstitutionsansätzen calciumhaltiger Liposomen ergab sich ein Wert
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Abbildung 3.17: SSM basierter NCX_Mj Assay in Liposomen, Calcium dient
als Aktivator. NCX_Mj wurde in Liposomen rekonstituiert, welche dann auf einer
SSM immobilisiert werden. Die SSM mit den Liposomen auf einer Goldelektrode
bilden einen Sensor, der in ein Perfusionssystem integriert wird. A: Schema des ex-
perimentellen Ablaufs: Die Liposomen wurden mit Natrium beladen, INa/Ca wird
durch Zugabe von externem Calcium getriggert. Calcium wird in die Liposomen
transportiert, während Natrium die Liposomen verlässt. Aufgrund der Stöchiome-
trie des Austausches entsteht eine negative Nettoladung in den Liposomen. B: Ty-
pische Stromantwort. Eine negative Nettoladung in den Liposomen erzeugt einen
negativen Signalstrom C: Bestandteile der Salzlösungen, die für die Aktivierung
von INa/Ca relevant sind.
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Abbildung 3.18: SSM basierter NCX_Mj Assay in Liposomen, Natrium dient als
Aktivator. A: Das Schema des experimentellen Ablaufs. Die Liposomen sind mit
Calcium beladen, INa/Ca wird durch Zugabe von externem Natrium getriggert. B:
Typische Stromantwort. Eine positive Nettoladung wird in die Liposomen transpor-
tiert und erzeugt so einen positiven Signalstrom C: Bestandteile der Salzlösungen,
die für die Aktivierung relevant sind.
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von 1116 ± 125 pA, bei Mittelung von 12 Ansätzen natriumhaltiger Liposo-
men ein Wert von -830 ± 21 pA. Dabei wurde je Sensor eine Proteinmenge
von ca. 1 µg verwendet. Zum Vergleich wurden auch Kontrollmessungen an
Liposomen ohne integriertes NCX_Mj Protein durchgeführt. Das mittlere
Strommaximum lag für natriumhaltige Kontrollliposomen bei 83 ± 21 pA,
bei calciumhaltigen bei 72 ± 6 pA. Hiermit wurde gezeigt, dass das mittle-
re Stromsignal deutlich über Störungen des Basisstroms (Rauschen, uidisch
oder chemisch bedingten Artefakten) liegt (Abb. 3.19 A).
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Abbildung 3.19: Ezienz und Reproduzierbarkeit der Methode. A: Mittle-
re Stromamplitude verschiedener Rekonstitutionsansätze. Das mittlere Calcium-
induzierte Signal betrug -830 ± 21 pA (N=10), das mittlere Natrium-induzierte
Signal 1116 ± 125 pA (N=12). B: Sensor Qualität. Die mittlere Kapazität der
Sensoren lag bei 13,9 ± 1 nF, die mittlere Leitfähigkeit bei 1,2 ± 0,12 nS. C:
Untersuchung der Rekonstitutionseigenschaften. Bei steigender Proteinkonzentra-
tion während der Rekonstitionsphase erhöht sich auch das gemessene Stromsignal,
allerdings nur bis zu einem Maximum von 125 ng/µl.
Die durchschnittliche Qualität der Sensoren war mit einer Kapazität von 13,9
± 1 nF und 1,2 ± 0,12 nS sehr gut. Weniger als 10% der Sensoren wurden
aufgrund schlechter Werte aussortiert. Diese wurden nicht in die Statistik
aufgenommen (Abb. 3.19 B). Die Sensoren mit ihrem Aufbau aus SSM und
proteinhaltigen Liposomen zeigten eine hohe Stabilität. Bei Lagerung der
Sensoren über Nacht bei 4 ◦C konnten auch am nächsten Tag gute Werte von
Kapazität und Leitfähigkeit gemessen, und INa/Ca erregt werden. Um den
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Rekonstitutionsprozess zu optimieren, wurden verschiedene Lipid zu Protein
Verhältnisse während der Rekonstitution verglichen. Die Detergenzkonzen-
tration wurde auf einen einheitlichen Wert eingestellt. Mit steigender Menge
an Protein erhöhte sich auch das registrierte Stromsignal, jedoch nur bis zu
einem Wert von 125 ng/µl. Danach el die durchschnittliche Stromampli-
tude wieder ab. Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass zu viel integriertes
Protein die Liposomen destabilisieren kann und so trotz höherer Proteinmen-
ge weniger intakte Liposomen auf dem Sensor immobilisiert sind (Abb. 3.19
C.
3.3.2 Charakterisierung von NCX_Mj
Mithilfe der zwei etablierten Aktivierungsmodi  durch externes Calcium oder
Natrium  war es möglich, die Anität von NCX_Mj für seine Substrate Cal-
cium und Natrium zu untersuchen. Zum Vergleich wurden die Experimente
auch mit dem eukaryotischen NCX1, exprimiert in der Plasmamembran von
HEK293, durchgeführt (Abb. 3.20). Membranfragmete der Zellen wurden iso-
liert und als Vesikel auf der SSM immobilisiert. Dazu wurde ein Protokoll von
Geibel u. a. (2006) als Richtlinie für die Sensorpräparation verwendet. Der
EC50 von Calcium lag bei 0,33 ± 8 µM (N=5, SEM) für NCX_Mj und bei
0,42 ± 20 µM (N=3, SEM) für NCX1. NCX_Mj zeigte 50% der maximalen
Amplitude in Anwesenheit von 20,1 ± 1,5 mM (N=4, SEM) Natrium, NCX1
in Anwesenheit von 44,1 ± 0,7 mM (N=3, SEM).
Wurde INa/Ca durch externes Natrium getriggert, konnte ein Anstieg des
Amplitudenmaximums über die ersten Aktivierungszyklen beobachtet wer-
den (Abb. 3.21). Bis zu dreimal erhöhte sich das Signal signikant, wobei
eine Gesamtsteigerung von über 50% erreicht werden konnte. Danach blieb
die Signalamplitude stabil. Wird INa/Ca durch externes Calcium ausgelöst,
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Abbildung 3.20: Calcium und Natrium Anität von NCX_Mj im Vergleich mit
NCX1. A: Die Calcium Anität wurde bestimmt, indem Vesikel, beladen mit 140
mM Natrium, durch calciumhaltigen Puer variierender Konzentration aktiviert
wurden (N=5). Hill Koezient 1,1 für NCX_Mj und 1,06 für NCX1. B: Reprä-
sentative NCX_Mj Stromantworten bei unterschiedlicher externer Calciumkonzen-
tration. C: Natriumanität. Die Vesikel sind beladen mit 10 mM Calcium, die
Aktivierung erfolgt durch variable Natriumkonzentrationen im Puer. Da Natrium
in hohen Konzentrationen benötigt wird, ist es im Kontrollpuer durch Cholin sub-
stituiert worden (N=4), Hill=1,7 für NCX_Mj und 1,4 für NCX1. d: Repräsenta-
tive Stromantworten bei unterschiedlicher Natriumkonzentration. Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler und sind teilweise von den Datenpunkten verdeckt. Die
schwarzen abgebildeten Kurven zeigen NCX_Mj, die grauen NCX1. Dreieckige Da-
tenpunkte repräsentieren Kontrollmessungen mit leeren Liposomen bzw. parentaler
Zellmembran.
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tritt dieser Eekt nicht auf.
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Abbildung 3.21: Anstieg der Amplitude von INa/Ca während der ersten Aktivie-
rungszyklen bei Natrium-getriggerten Signalen. A: Repräsentative Stromantworten.
Während der ersten vier Aktivierungszyklen wächst das NCX_Mj Signal um über
50% an. B: Auftrag der Strommaxima gegen der Aktivierungszyklus. Der Verlauf
folgt annähernd einer Exponentialfunktion.
Alle eukaryotischen NCX Isoformen können durch einige divalente Kationen,
beispielsweise Cadmium und Mangan, inhibiert werden (Blaustein und Lede-
rer, 1999; Iwamoto und Shigekawa, 1998). In dieser Arbeit wurde der Eekt
von Cadmium, Mangan und Magnesium auf NCX_Mj untersucht. INa/Ca
wurde durch 100 µM Cadmium vollständig unterdrückt, unabhängig vom
Aktivierungsmodus (Abb. 3.22 A). Der IC50 von Cadmium lag bei 2,22 ±
0,3 µM (Abb. 3.22 B). Die Inhibition durch Cadmium ist teilweise reversi-
bel (Abb. 3.22 C). Mangan und Magnesium zeigten nur eine sehr schwache
inhibierende Wirkung. Bei hohen Konzentrationen im millimolaren Bereich
kann Magnesium jedoch mit Calcium um die Bindungsstellen konkurrieren,
was sich in einer niedrigeren Calcium Anität in der Anwesenheit von Ma-
gnesium zeigte (Abb. 3.22 C).
Die Selektivität von NCX_Mj für seine Substrate Natrium und Calcium wur-
de untersucht, indem verschiedene monovalente Kationen als Ersatz für Na-
trium und divalente Kationen als Ersatz für Calcium getestet wurden. Es
zeigte sich eine hohe Spezität für Natrium, Calcium konnte dagegen erfolg-
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Abbildung 3.22: Inhibition von NCX_Mj durch divalente Kationen. A: Indi-
viduelle Strom Antworten von Natrium und Calcium-getriggertem INa/Ca. Beide
werden durch 100 µM Cadmium vollständig inhibiert. B: Dosis-Wirkung-Kurven
von Cadmium und Mangan. Cadmium erzeugt eine starke Inhibition bei niedrigen
Konzentrationen (IC50 = 2,2 µM , N=3), Mangan verringert das Signal bei 100
µM dagegen nur auf 85% (N=2). C: Die Inhibition durch Cadmium ist teilweise
reversibel. Die Stromamplitude erreicht nach Auswaschen des Inhibitors ungefähr
60% des Ursprungssignals. D: Wirkung von Magnesium. Magnesium inhibiert das
Signal bei niedrigen Konzentrationen nicht. Bei höheren Konzentrationen (4 mM)
jedoch verursacht es eine Verschiebung der Calcium Anität hin zu höheren Kon-
zentrationen. 100 µM Magnesium zeigt noch keine Wirkung. Hill = 0,9 (4 mM),
1,2 (100 µM), 1,2 (kein Mg2+).
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reich substituiert werden. Magnesium, Strontium und Barium wurden als Er-
satzsubstrate anstelle von Calcium getestet, Kalium, Rubidium und Lithium
als Ersatz für Natrium. Die Liposomen wurden mit hohen Konzentrationen
der zu untersuchenden Kationen (140 mM bei monovalenten und 20 mM
bei divalenten Kationen) beladen und INa/Ca wie zuvor durch die externe
Zugabe von 100 µM Calcium bzw. 10 mM Natrium aktiviert. Alle Senso-
ren, die mit divalenten Kationen beladen waren, zeigten Aktivität (Abb. 3.23
A). Strontium-beladene Sensoren erzeugten sogar höhere Stromamplituden
als solche mit Calcium (145 ± 15 %). Magnesium und Barium beladene Li-
posomen erreichten etwas kleinere Signale (63 ± 3 % und 78 ± 3 %). Bei
den monovalenten Kationen zeigten nur Liposomen mit Lithium sehr kleine
Signale (23 ± 5 %), Rubidium und Kalium konnten keine Aktivität erzeugen
(Abb. 3.23 B).
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Abbildung 3.23: Selektivität von NCX_Mj bei hoher Substratkonzentration. Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, N ≥ 3 für jedes Experiment. A: Calcium
Selektivität bei 20mM . Die Liposomen auf den Sensoren sind mit unterschiedlichen
divalenten Kationen (Ca, Mg, Sr, Ba) beladen (20 mM), die Aktivierung erfolgt
mit 10 mM Natrium. Alle Sensoren zeigen NCX Aktivität. B: Natrium Selektivität
bei 140 mM . Die Liposomen sind mit 140 mM der unterschiedlichen monovalenten
Kationen (Na/K/Rb/Li) beladen, die Aktivierung erfolgt durch 100 µM Calcium.
Lithium beladene Liposomen zeigen eine geringe Aktivität. Sensoren mit Rubidium
generieren kleine positive Signale, ein ähnlicher Eekt wie zuvor bei Magnesium,
die jedoch nicht als NCX Signale bewertet werden.
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Aufgrund dieser positiven Resultate wurde auch untersucht, ob die jeweili-
gen Kationen in einem physiologischen Konzentrationsbereich eine ähnliche
Wirkung generieren können. Dazu wurden die Liposomen wieder mit 20 mM
Calcium oder 140 mM Natrium beladen und die Aktivierung mit den zu
untersuchenden Kationen durchgeführt. Dazu wurden 100 µM der jeweili-
gen divalenten Kationen und 10 mM der monovalenten Kationen auf der
externen Seite zugegeben. Hier zeigte von den divalenten Kationen nur noch
Strontium einen Eekt. Das Strontium Signal erreicht jedoch wieder deutlich
gröÿere Amplituden (168 ± 51 %) als Calcium selbst (Abb. 3.24 A). Kein
untersuchtes monovalentes Kation war in der Lage, Natrium in dieser Kon-
zentration zu ersetzen (Abb. 3.24 B). Lithium erzeugte kleine NCX-artige
Signale, welche jedoch insensitiv auf Cadmium waren.Es handelt sich daher
vermutlich um rein physikalische Artefakte.
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Abbildung 3.24: Selektivität von NCX_Mj bei niedriger Substratkonzentration.
A: Calcium Selektivität bei 100 µM . Natriumbeladenen Sensoren werden durch
100 µM des jeweiligen divalenten Kations aktiviert. Strontium erzeugt NCX Strö-
me mit einer höheren Amplitude als Calcium. Magnesium generiert einen kleinen
positiven Peak vor dem Zeitpunkt an dem ein mögliches Signal entstehen könnte.
Dies ist kein NCX Signal, sondern ein physikalischer Eekt des Magnesium Konzen-
trationssprungs. B: Natrium Selektivität bei 10 mM . Calcium geladene Sensoren
wurden vorbereitet und mit 10 mM der jeweiligen monovalenten Kationen akti-
viert. Kleine Lithium Signale können identiziert werden. Diese sind jedoch nicht
sensitiv auf Cadmium, vermutlich handelt es sich wenigstens zum Teil um einen
physikalischen Eekt.
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Aufgrund der hohen Signale, die durch Strontium entstehen können, wurde
die Strontiumanität genauer untersucht (Abb. 3.25). Ein EC50 von 19,5 ± 4
µM wurde bestimmt. Obwohl Strontium höhere Signale als Calcium erzeugt,
ist die Sensitivität dennoch etwas niedriger als die für Calcium (vergl. 0,33
µM).
Zuvor wurde auch beobachtet, dass Magnesium in hoher Konzentration die
Calciumsensitivität beeinusst (Abb. 3.22) und als Substrat für NCX dient
(Abb. 3.23). Es wurde daher zusätzlich untersucht, ob der Austausch von
Magnesium gegen Natrium mit einer anderen Natriumanität geschieht als
der Austausch von Calcium gegen Natrium (Abb. 3.25C). Dazu wurden Li-
posomen mit 20 mM Magnesium beladen. Unter diesen Bedinungen betrug
die Natriumanität 31,7 ± 3 mM (vergl. 20,1 ± 1,5 mM mit Calcium).
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Abbildung 3.25: Alternative Substrate. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfeh-
ler, die EC50 wurden mit einer Hill-Funktion für jedes einzelne Experiment berech-
net und aus den Ergebnissen der hier angegebene Mittelwert berechnet. A: Kon-
zentrationsabhängigkeit der Strontium Aktivität. Die Liposomen sind mit 140 mM
Natrium beladen, die Puer enthalten kein EGTA (N=3). Hill = 0,9. B: Repräsen-
tative Stromantworten eines individuellen Natrium-geladenen Sensors auf steigen-
de Strontiumkonzentrationen C: Konzentrationsabhängigkeit von Natrium, wenn
statt gegen Calcium gegen Magnesium ausgetauscht wird. Die Liposomen sind mit
20 mM Magnesium beladen. Hill = 1,3. Die nicht ausgefüllten Datenpunkte sind
entsprechende Kontrollmessungen, durchgeführt an Liposomen ohne NCX.
82
4 Diskussion
Das Spektrum der Möglichkeiten zur elektrophysiologischen Untersuchung
von Ionentransportsystemem von prokaryotischen Plasmamembranen und
der damit verwandten IMM ist bislang unzureichend. Durch die in dieser Ar-
beit vorgestellten Methoden werden Techniken bereitgestellt, die die Identi-
zierung und Charakterisierung dieser Transporter in ihrer Ezienz, Erfolgs-
quote und Reproduzierbarkeit verbessern. Diese Methoden konnten auf ak-
tuelle Problemstellungen angewendet werden und zeigen damit ihre Funktio-
nalität und Relevanz. Zum einen gelang die Entwicklung einer Patch Clamp
basierten Methode mit deren Hilfe die molekulare Identität des Kaliumkanals
mitoBKCa bestätigt werden konnte. Andererseits wurden zwei komplemen-
täre Methoden für die ezientere Arbeit mit bakteriellen, insbesondere me-
chanosensitiven Ionenkanälen entwickelt. Schlieÿlich wurde eine SSM-basierte
Technik erarbeitet, die die bisher noch nicht gelungene elektrophysiologische
Charakterisierung des prokaryotischen Transporters NCX_Mj ermöglichte.
Diese drei Themenfelder sollen nachfolgend einzeln diskutiert werden.
4.1 MitoBKCa in Mitoplasten
Die Hypothese, dass das Gen KCNMA1 die molekulare Grundlage des mit-
ochondrialen Kaliumkanals mitoBKCa bildet, ist nicht gesichert. Es gibt au-
ÿerdem kaum zuverlässige Daten zur Funktion des Kanals. In dieser Arbeit
wurden die Existenz des Kanals in nativen kardialen Mitochondrien bestätigt
und auf das Gen KCNMA1 zurückgeführt sowie Charakteristika des Kanals
analysiert.
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Dies gelang mithilfe einer speziell optimierten Methode, die eine eziente
elektrophysiologische Untersuchung der IMM nativer Kardiomyozyten ermög-
licht. Dazu wurden Mitoplasten in einem besonders schonendem Verfahren
aus Herzgewebe isoliert und mithilfe eines planaren Patch Clamp Systems
untersucht. Ausschlaggebend für die Präparation intakter und stabiler Mito-
plasten (Kap. 2.1) zeigte sich besonders die Isolation vitaler Kardiomyozyten
in einem ersten Teilschritt. Die Verwendung isolierter Zellen anstatt eines
Gewebehomogenisats erlaubte die Reduktion der notwendigen Zentrifugati-
onsschritte und der damit einhergehenden mechanischen Belastung. Die Ver-
wendung eines planaren Patch Clamp Systems erwies sich als vorteilhaft,
insbesondere da die Positionierung der Mitoplasten nicht manuell erfolgt.
Dies erübrigte die Immobilisierung der Mitoplasten und erlaubte eine Teilau-
tomatisierung des Prozesses (Kap. 2.8.1).
Beim planaren Patch Clamp Verfahren ist standardmäÿig keine Möglichkeit
zur optischen Beobachtung vorgesehen. Durch die zufällige Auswahl eines
Mitoplasten ndet daher keine systematische Selektion nach bestimmten Ei-
genschaften, beispielsweise der Gröÿe, statt. Es wird somit eine repräsentative
Stichprobe aus der Grundgesamtheit gewählt. Andererseits muss die Identi-
tät des Objekts mit besonderer Sorgfalt veriziert werden, da möglicherwei-
se Verunreinigungen aus der Präparation (Zelltrümmer, zerstörte Mitoplas-
ten, intakte Mitochondrien) anstelle von Mitoplasten auf die Apertur des
Chips gesaugt werden könnten. Diese Verikation ist bei jedem untersuch-
ten Mitoplasten obligatorisch, auch weil ausgeschlossen werden muss, dass
die Mitoplasten mit der Cap aus OMM auf dem Chip positioniert werden.
Die Identität der Mitoplasten konnte durch die zu beobachtende charakte-
ristische Mischung aus makroskopischen Strömen und Einzelkanalaktivitäten
(Fieni u. a., 2012) sowie das reproduzierbare Auftreten von IMAC, einem gut
beschriebenem Anionenkanal der IMM (Powers und Beavis, 1991; Borecky
u. a., 1997), bestätigt werden. Die qualitative Untersuchung von OMM in
84
4.1 MitoBKCa in Mitoplasten
Bilayern bekräftigte dies weiter, denn hier zeigten sich mit dem Auftreten
groÿer Poren und des gut beschriebenen Kanals VDAC (Blachly-Dyson und
Forte, 2001) deutlich andere Charakteristika. Die auftretenden endogenen Io-
nenströme zeigten sich also zur Identizierung des jeweiligen Objekts auf dem
planaren Path Clamp Chip geeignet.
Die Patch Clamp Konguration der Mitoplasten auf dem planaren Chip war
zunächst unklar, weil der für Zellen typische sprunghafte Anstieg der Ka-
pazität bei Erreichen des whole cell Modus nicht beobachtet wurde. Aus
mehreren Hinweisen kann aber gefolgert werden, dass in geöneten Mitoplas-
ten, also whole cell, gemessen wurde. Das Auftreten makroskopischer Ionen-
ströme, die Abhängigkeit des endogenen Chloridstroms vom Chloridgehalt
der externen Lösung und die Kapazität im Bereich von 1 pF sind deutliche
Indizien. Vergleichbare Werte für die Kapazität von Mitoplasten im who-
le cell' Modus wurden von Kirichok u. a. (2004) (0.67 pF ) und Fieni u. a.
(2012) berichtet. Aufgrund der Streukapazität des verwendeten Systems von
ca. 7 pF unterliegt dieser Wert einer hohen Ungenauigkeit, bendet sich aber
noch im auösbaren Bereich. Die Kapazität von 1 pF steht für ein Objekt
mit einem Durchmesser von ca. 5-6 µm, wenn eine Membrankapazität von 1
µF/cm2 und ein kugelförmiges Objekt vorausgesetzt werden. Dies entspricht
der optisch bestimmten Gröÿe der Mitoplasten. Es werden also Ströme aus
der gesamten Membran abgeleitet, wobei die interne Seite des Patch Clamp
Chips der mitochondrialen Matrix entspricht.
Die entwickelte Methode zeigte sich für die Untersuchung des Kaliumkanals
mitoBKCa in kardialen Mitoplasten geeignet. Die nativen Mitoplasten zeig-
ten vier unterschiedlich groÿe Kaliumleitfähigkeiten. Theoretisch könnte es
sich bei den zwei kleineren Leitfähigkeiten (60 pS, 150 pS) um Hinweise
auf die in Mitochondrien beschriebenen Kaliumkanäle KATP und Kv1.3 han-
deln. Gelegentlich auftretende Önungen mit sehr groÿer Leitfähigkeit von
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ca. 400 pS können Teilönungen von mPTP entsprechen. Die vierte auf-
tretende Leitfähigkeit, 190 pS, entspricht der erwarteten Charakteristik von
Kca1.1/mitoBKCa.
Alle beobachteten Kaliumleitfähigkeiten waren nicht kontinuierlich aktiv, son-
dern zeigten lange inaktive Phasen. Für den Vergleich von nativen und BK−/−
Mitoplasten mussten die Kanalaktivitäten daher über einen längeren Zeit-
raum beobachtet und die Häugkeit des Auftretens der jeweiligen Leitfä-
higkeiten statistisch analysiert werden. Auf diese Weise gelang der Nach-
weis, dass die beobachtete Leitfähigkeit 190 pS dem putativen mitoBKCa
entspricht. Während 190 pS in BK−/− gar nicht auftrat, erhöhte sich die
Häugkeit von 60 pS signikant. Dies könnte die verstärkte Expression eines
alternativen Kaliumkanals als Ersatz für mitoBKCa widerspiegeln. Verglei-
chende Proteinexpressionsanalysen von bekannten Kaliumkanälen in BK+/+
und BK−/− könnten dazu weitere Informationen liefern.
Die wenigen Arbeiten zur Elektrophysiologie von mitoBKCa (Xu u. a., 2002;
Siemen u. a., 1999) nutzen als Kontrolle Charybdotoxin, einen bekannten Blo-
cker von BK-Kanälen. In dieser Arbeit konnte durch den Vergleich mit einem
KCNMA1 dezienten Mausmodell erstmals mit einem sehr belastbaren Kon-
trollsystem gearbeitet werden. Damit gelang es, die Existenz von mitoBKCa
in den Mitochondrien des Herzens auf sehr direkte Weise zu bestätigen und
seine Identität auf das ausgeschaltete Gen KCNMA1 zurückzuführen. Dies
unterstützt die Hypothese von Singh u. a. (2013), dass mitoBKCa eine spe-
zielle Splicing-Variante des Gens sei. Wie die Arbeit von Singh u. a. (2013)
basieren die meisten wichtigen Arbeiten zur Identität von mitoBKCa auf mo-
lekularbiologischen Methoden. Rein molekularbiologische Analysen der mit-
ochondrialen Ionenkanäle haben jedoch den Nachteil, dass Verunreinigungen
aus der Plasmamembran oder anderen Organellen nur schwierig ausgeschlos-
sen werden können.
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Die Analyse der Charakteristik von mitoBKCa lieferte Daten zu Leitfähig-
keit, Kinetik und Pharmakologie des Kanals. Die Wirksamkeit des bekannten
BK-Aktivatoren NS11021 sowie des Inhibitors Paxillin konnte nachgewiesen
werden. Dies ist von besonderer Relevanz, da auf der Wirkung dieser und
verwandter Verbindungen (z.B. NS1619, Iberiotoxin, Charybdotoxin) viele
physiologische Studien zum Einuss von mitoBKCa auf die ischämische Prä-
konditionierung basieren. Die Wirksamkeit auf mitoBKCa wurde dabei vor-
ausgesetzt. Sie konnte hier in einem direkten Verfahren nachgewiesen wer-
den.
Die Erkenntnisse dieser Arbeit konnten für weitere Projekte genutzt werden
(Soltysinska u. a., 2014). Es wurde gezeigt, dass BK−/− Mitochondrien eine
generell verringerte OXPHOS Kapazität und eine erhöhte ROS Produktion
nach IR Ereignissen haben. In ex-vivo Versuchen stellte sich heraus, dass die
Infarktgröÿe in BK−/− Herzen ohne Präkonditionierung identisch mit der in
wild-typ Herzen war. Jedoch war die durch Präkonditionierung erreichte Ver-
kleinerung des Infarktbereichs in BK−/− Herzen schwächer, ein Hinweis, dass
mitoBKCa tatsächlich eine Rollte beim IP-vermittelten Zellschutz spielt.
4.2 MscL in Bilayern und Sphäroplasten
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Techniken entwickelt und validiert,
die die elektropyhsiologische Arbeit mit bakteriellen, mechanosensitiven Io-
nenkanälen erleichtern. Als Modellsystem wurde MscL verwendet.
Aus lösungsmittelfreien GUVs mittels Spreading hergestellte Bilayer wur-
den genutzt um den rekonstituierten mechanosensitiven Ionenkanal MscL zu
untersuchen. Die mechanische Stabilität der erzeugten Bilayer und die Abwe-
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senheit von Lösungsmitteln erlaubten die Applikation von bis zu 200 mBar
Unterdruck, was für die Aktivierung von MscL ausreichend ist. Damit gelang
es erstmals einen mechanosensitiven Kanal in planaren Bilayern zu untersu-
chen.
Um mechanosensitive bakterielle Ionenkanäle alternativ in einem nativen Sys-
tem zu studieren, wurden Sphäroplasten verwendet. Die Präparation von
Sphäroplasten gelang durch die Adaption eines bekannten Protokolls (Blount
und Moe, 1999), wobei sich eine starke Abhängigkeit der Ezienz von Alter,
Dichte und Wachstumsphase der Kultur, Bakterienstamm und Proteinex-
pression zeigt. Durch die Verwendung eines planaren Patch Clamp Systems
zur Untersuchung der Sphäroplasten ergaben sich zwei Hauptvorteile: Mit-
hilfe eines automatisierten Protokolls zur Steuerung von Ansaugdruck und
Membranspannung (Kap. 2.8.2) kann schnell und ezient ein hoher Seal-
widerstand etabliert werden. Auÿerdem kann zur Kanalaktivierung ein mit
strikten Toleranzwerten exakt geregeltes Druckprotokoll appliziert werden.
Die mit Sphäroplasten und Bilayern erhobenen Daten zeigen erstmals, dass es
möglich ist, mechanosensitive Ionenkanäle mit einem planaren Patch Clamp
System zu studieren. In beiden Fällen zeigte MscL mit schneller Kinetik,
hoher Leitfähigkeit und Aktivität ab ca. 90 mBar sein charakteristisches Ver-
halten. Der Basisstrom war stabil und frei von spontaner Kanalaktivität,
was zeigt, dass die Membran keinen störenden Krafteinwirkungen ausgesetzt
war und ein genau kontrollierter Druck ausgeübt wurde. Der Aufbau eines
Patch Clamp Chips unterscheidet sich jedoch wesentlich von einer Patch Pi-
pette. Dies legt nahe, dass auch die Krafteinwirkung auf ein Bilayer oder
einen Sphäroplasten anders ist. MscL zeigte hier aber sowohl in Bilayern als
auch in Sphäroplasten grundsätzlich Eigenschaften, die publizierten Werten
konventioneller Messungen gut entsprechen (Hase u. a., 1995; Cruickshank
u. a., 1997). Aufgrund der hohen Sensibilität für kleine Unterschiede in der
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Methodik variieren die publizierten Werte jedoch deutlich. Daher bietet der
Vergleich von Sphäroplasten und Bilayern untereinander, sowie der direkte
Vergleich mit einem konventionellen System bessere Referenzwerte.
Bei diesem Vergleich zeigte sich ein Unterschied des notwendigen Aktivie-
rungsdrucks zwischen Bilayern und Sphäroplasten bei Verwendung des pla-
naren Systems. P1/2 liegt im Bilayer bei 103 mBar, in Sphäroplasten bei
141 mBar. Für diese Dierenz gibt es mehrere Erklärungsmöglichkeiten. Zu-
nächst besteht ein kleiner Unterschied in der Geometrie: Für Sphäroplasten
müssen aufgrund ihrer geringen Gröÿe Patch Clamp Chips mit einer Aper-
tur von unter einem Mikrometer verwendet werden, Bilayer jedoch bilden
sich am besten auf Aperturen von ca. einem Mikrometer. Die Kraft, welche
auf die Membran wirkt, wächst bei konstantem Druck quadratisch mit dem
Radius. Daraus resultiert auch eine lokal höhere Membranspannung. Bei ei-
ner gröÿeren Apertur sollten also auch mechanosensitive Kanäle schon bei
geringerem Druck aktiv werden, genau wie es hier beobachtet wurde. Eine
alternative Erklärung ergibt sich durch den Unterschied der jeweiligen Mem-
braneigenschaften. Durch eingelagerte Proteine und eine andere Lipidzusam-
mensetzung könnte die native bakterielle Membran weniger exibel sein als
die künstliche Lipidmembran und dadurch erst bei höherem Druck eine Mem-
branspannung im aktivierenden Bereich erreichen. Jedoch ist die Drucksensi-
tivität in beiden Systemen mit 4,78 und 4,8 nahezu identisch, was gegen diese
Theorie spricht. Dennoch zeigt sich hier der Vorteil eines nativeren Systems,
das die direkte Untersuchung in der physiologischen Umgebung erlaubt. Für
die Hypothese der unterschiedlichen Membrandurchmesser sprechen auch die
Ergebnisse von Liposomen am konventionellen System. Hier wurden sowohl
Sphäroplasten als auch Liposomen mit Pipetten mit einem Durchmesser von
unter einem Mikrometer untersucht. P1/2 liegt hier in beiden Fällen in einem
ähnlichen Bereich wie bei Sphäroplasten am planaren System. Bei der Ver-
wendung von Sphäroplasten war die beobachtete Charakteristik an planarem
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und konventionellem System sehr ähnlich. Dies galt ebenso für die Versuche
in Bilayern, abgesehen vom oben diskutierten Aktivierungsdruck. Die gemes-
senen und berechneten Werte an planarem und konventionellem Patch Clamp
System sind also bei ähnlichen Randbedingungen vergleichbar.
Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erlaubt grundsätzlich die Verwendung
eines planaren Systems und die Nutzung der daraus resultierenden Vorteile:
Neben der Teilautomatisierung des Patchvorgangs hilft vor allem das regel-
bare Pumpensystem, die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der Ergebnisse
zu erhöhen. Da der Durchmesser der Pipettenspitze bzw. des Chips einen sehr
starken Einuss hat, helfen die mit geringer Toleranz maschinell gefertigten
Patch Clamp Chips die Reproduzierbarkeit weiter zu verbessern. Bei Ver-
wendung von Bilayern kann die Puerzusammensetzung auf dem planaren
System frei gewählt werden, die Anwesenheit von unphysiologisch hohen Kon-
zentrationen divalenter Kationen ist nicht notwendig. In diesem Fall wurden
auch deutlich höhere Sealwiderstände auf dem planaren System erreicht.
Die Erkenntnisse dieser Arbeit zeigen weitere potentielle Anwendungsberei-
che der planaren Patch Clamp Technik auf: Die einfachere und ezientere
Arbeit mit Sphäroplasten macht diese Technik interessanter für die Identi-
kation und Charakterisierung unbekannter bakterieller Ionenkanäle. Zudem
wurde gezeigt, dass mit einem planaren Chip anstelle einer Pipette grund-
sätzlich ähnliche mechanosensitive Eigenschaften zu beobachten sind. Damit
könnte die planare Konguration auch für die Studie eukaryotischer mecha-
nosensitiver Kanäle interessant sein.
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4.3 NCX in festkörpergestützen Membranen
In dieser Arbeit wurde die funktionelle Ähnlichkeit des prokaryotischen Io-
nentransportes NCX aus Methanococcus jannaschii mit dem eukaryotischen
NCX1 zum ersten Mal belegt. Dazu wurde eine SSM-basierte Methodik ent-
wickelt, welche die detaillierte funktionelle Untersuchung dieser Isoform des
Ionentransporters ermöglichte. Diese NCX Isoform wurde erfolgreich kristal-
lisiert (Liao u. a., 2012) und dient daher als Strukturmodell für eukaryotische
Isoformen.
Die etablierte Methode zeigte sich sehr exibel was die Assaykonditionen
(Puer, Substrate) und das Ausgangsmaterial (eukaryotische Membranfrag-
mente, bakterielles rekonstitiertes Protein) betrit. Diese Möglichkeit zur Va-
riation unterscheidet die Methode deutlich von den oft verwendeten Fluss-
Assays. Sie erlaubt die detaillierte Charakterisierung elektrophysiologischer
Eigenschaften und hat damit ähnliche Qualitäten wie die Patch Clamp Tech-
nik, bei gleichzeitig höherer Sensitivität und Flexibilität was das Ausgangs-
material betrit.
Die Charakterisierung der elektrophysiologischen Eigenschaften von NCX_Mj
gab Einblicke in dessen Funktionalität und oenbarte eine hohe Ähnlichkeit
zur eukaryotischen Isoform NCX1. Die beobachtete Stromcharakteristik be-
stätigt den elektrogenen Transportmodus und unterstützt so die postulierte
Stöchiometrie von 3 Natrium gegen 1 Calcium. Die Anitäten für Natrium
und Calcium sind im erwarteten Bereich für ein Mitglied der NCX Fami-
lie angesiedelt (Blaustein und Lederer, 1999). Weiterhin zeigte die Untersu-
chung der Inhibition durch divalente Ionen, dass Cadmium mit IC50 von 2.2
µM ein potenter Inhibitor von NCX_Mj ist. Dieser Wert ist sogar noch et-
was niedriger als beschriebene Werte für eukaryotische NCX Isoformen, die
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sich zwischen 32 und 64 µM bewegen. Diese Werte wurden durch Calcium
Fluss-Assays bestimmt (Iwamoto und Shigekawa, 1998). Zusätzlich wurde ei-
ne schwache Wirkung von Mangan und Magnesium beobachtet, was ähnlich
auch bei eukaryotischen NCXs beschrieben wurde (Blaustein und Lederer,
1999; Iwamoto und Shigekawa, 1998). Auÿerdem wurde die Selektivität von
NCX_Mj für die Substrate Natrium und Calcium untersucht. NCX_Mj zeigt
eine hohe Selektivität für Natrium, Calcium kann jedoch sehr eektiv durch
Strontium ersetzt werden. Obwohl die Anität für Strontium geringer ist
als für Calcium, sind die Stromamplituden deutlich höher. Auch Magnesi-
um und Barium können Calcium ersetzen, jedoch nur in deutlich höheren
Konzentrationen.
Die Anität von NCX_Mj für Calcium und Natrium wurde direkt mit der
humanen Isoform NCX1 verglichen. Mit 0,33 µM und 0,42 µM für Calcium
und 20 mM bzw. 44 mM für Natrium, liegen diese Werte sehr nah beisam-
men. Gemeinsam mit der hier beobachteten typischen NCX Charakteristik
zeigt dies eine hohe funktionelle Ähnlichkeit der prokaryotischen Isoform mit
gut beschriebenen eukaryotischen NCX Isoformen. Dies ist ein wichtiges Ar-
gument für die Allgemeingültigkeit der anhand von NCX_Mj gewonnenen
Erkenntnisse über den strukturellen Mechanismus der Natrium-Calcium Aus-
tauscher (Liao u. a., 2012). Die hohe funktionelle Kongruenz, insbesondere in
Bezug auf die Calciumsensitivität, ist nicht unbedingt zu erwarten, da der
prokaryotischen NCX Isoform eine groÿe intrazelluläre regulatorische Domä-
ne fehlt, die eukaryotische Formen besitzen (Philipson und Nicoll, 2000). Dies
wirft eine neue Frage zur Funktion der regulatorischen Domäne auf, die in
Relation zur Calciumsensitivität gesetzt wird. Die vergleichende funktionelle
Analyse gezielt mutierter NCX Proteine mit der entwickelten SSM-basierten
Methode bietet ein geeignetes Werkzeug, um diese und ähnliche Fragestellun-
gen zur Struktur-Funktions-Beziehung in Zukunft weiter zu untersuchen.
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In dieser Arbeit wurden neue Möglichkeiten zur direkten Aktivitätsmessung
von drei Ionentransportsystemen, die alle für verbreitete Methoden unzu-
gänglich sind, geschaen. Die entwickelten Methoden können in Zukunft wei-
terhin von Nutzen sein, um andere Ionentransportsysteme aus mitochondria-
ler und prokaryotischer Membran zu untersuchen. Sie bieten aber auch eine
neue Basis für Weiterentwicklung und Adaption. Der groÿe Wert neuer, ge-
eigneter Werkzeuge zeigt sich unmittelbar und verdeutlicht, wie bedeutend
die technologische Entwicklung für den wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn
ist.
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5 Zusammenfassung
Die Ionentransportsysteme aus den mitochondrialen und prokaryotischen Mem-
branen gewinnen zunehmend das Interesse der Grundlagen- und Pharmafor-
schung. Die funktionelle Untersuchung dieser Ionentransportsysteme stellt
jedoch besondere Anforderungen, die verbreitete Methoden oft nicht erfüllen
können. Um die nötige technologische Entwicklung in diesem Feld voranzu-
treiben, wurden in dieser Arbeit für drei unterschiedliche mitochondriale oder
prokaryotische Ionentransportsysteme geeignete, neue Methoden etabliert.
Für die Untersuchung der inneren mitochondrialen Membran nativer Kar-
diomyozyten gelang die Entwicklung einer Patch Clamp basierten Methode,
mit deren Hilfe der Kaliumkanal mitoBKCa identiziert und charakterisiert
werden konnte. Indem Mitochondrien von KCNMA1 knock-out und wild-typ
Mäusen verglichen wurden, konnte gezeigt werden, dass KCNMA1 nicht nur
KCa1.1 in der Plasmamembran, sondern auch mitoBKCa kodiert. Der mito-
chondriale Kanal ist von besonderem Interesse, weil ihm eine Rolle bei der
ischämischen Präkonditionierung zugeschrieben wird. Zur Verbesserung der
Ezienz und Reproduzierbarkeit bei der Arbeit mit bakteriellen, mechano-
sensitiven Kanälen wurden zwei komplementäre Methoden entwickelt. Die
Patch Clamp Technik mit nativen Sphäroplasten konnte verbessert werden
und es gelang erstmals die kontrollierte mechanische Aktivierung eines Ionen-
kanals in einem planaren Bilayer. Schlieÿlich wurde eine auf festkörpergestüt-
zen Membranen basierende Technik erarbeitet, die die bisher nicht gelunge-
ne elektrophysiologische Charakterisierung des prokaryotischen Transporters
NCX_Mj ermöglichte. Von dieser NCX Isoform liegt eine Kristallstruktur
vor, sie dient daher als Modell für eukaryotische Isoformen. Hier konnte die
funktionelle Ähnlichkeit des prokaryotischen Ionentransportes mit dem euka-
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ryotischen NCX1 zum ersten Mal belegt werden.
Die entwickelten Methoden konnten erfolgreich auf ungeklärte Fragestellun-
gen angewendet werden und zeigen damit ihre Funktionalität und Relevanz.
Sie können auch zukünftig von Nutzen sein, um weitere Ionentransportsyste-
me aus mitochondrialer und prokaryotischer Membran zu untersuchen.
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